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RÉSUMÉ 
L'acroléine est un aldéhyde a,~-insaturé, très électrophile, auquel l'être humain est 
exposé dans plusieurs situations. Ce composé toxique est un polluant environnemental qui est 
principalement présent dans les produits de la combustion de la matière organique tels que la 
fumée de cigarette, les gaz d'échappement et les vapeurs des huiles de cuisson. De façon 
endogène, l'acroléine est produite lors d'un stress oxydatif et d'une inflammation ce qui 
suggère qu'elle est impliquée dans plusieurs pathologies telles que les maladies 
neurodégénératives, respiratoires et l'insuffisance rénale. L'acroléine réagit rapidement avec 
plusieurs sites nucléophiles de la cellule et forme ainsi des adduits au niveau de l'ADN et des 
protéines et favorise la peroxydation des lipides. La réaction de l'acroléine avec le glutathion 
ainsi que les cystéines de plusieurs enzymes résulte en une perturbation de la balance 
d'oxydoréduction de la cellule ce qui perturbe plusieurs voies de signalisation cellulaire dont 
la voie apoptotique. L'implication de l'acroléine dans la mort cellulaire a été démontrée dans 
les études précédentes sans pour autant détailler les mécanismes moléculaires dans les 
cellules pulmonaires A549. Le but de ce travail est d'étudier l'implication du réticulum 
endoplasmique (RE) dans la transduction du signal apoptotique induit par l'acroléine (25-200 
~) dans les cellules d'adénocarcinome humain A549. Notre étude montre que l'acroléine 
(25-200 flM) induit la réponse apoptotique des cellules A549. Plus précisément, l'acroléine 
cause un stress du RE et induit ainsi la réponse aux protéines à conformations anormales 
(UPR) qui se traduit par la phosphorylation des kinases PERK et IRE 1<:1 ainsi que par le 
clivage de l'ATF6a. Cependant l'activation de la réponse UPR n'a pas induit l'expression de 
Bip. De plus, la réponse UPR, induite par un traitement de 2h avec l'acroléine, n'est pas en 
mesure d'exercer son effet de survie ce qui résulte en l'initiation de la voie pro-apoptogène. 
Nos résultats indiquent que l'apoptose induite par l'acroléine implique l'induction du facteur 
de transcription CHOP, l'augmentation du taux de calcium libre intracellulaire qui est 
responsable de l'activation des calpaïnes qui à leur tour sont impliquées dans l'activation des 
caspases 12 et 4. Nous avons également montré que le chélateur de calcium BAPTA-AM 
ainsi que l'inhibiteur des calpaïnes protègent les cellules A549 contre l'apoptose induite par 
l'acroléine. Toutefois, les inhibiteurs des caspases 12 et 4 n'ont pas montré un effet 
significatif. Dans le cas de la caspase 4, son inhibition cause une inhibition partielle (non 
significative) de l'apoptose. Ceci peut suggérer l'implication d'autres voies dans la 
transduction du signal apoptotique induit par l'acroléine dans les cellules pulmonaires A549. 
Nos observations suggèrent que le processus apoptotique induit par l'acroléine peut être 
médié par la voie du RE mais n'implique pas nécessairement l'activation des caspases 12 et 4. 
Cette étude révèle de nouveaux aspects sur les mécanismes de toxicité de l'acroléine. 
MOTS CLÉS: Acroléine, apoptose, caspase, réticulwn endoplasmique. 
CHAPITRE 1. INTRODUCTION
 
1.1 Acroléine 
1.1.1 Introduction 
Encore aujourd'hui, la fumée de cigarette continue à être la cause première de 
maladie et de décès évitables dans le monde. Cette année, plus de cinq millions de personnes 
(dont 45 000 au Canada) mourront prématurément à cause du tabagisme (llling et Kaiserman, 
2000; WHO, 2008). Les études épidémiologiques montrent que la mortalité associée à la 
consommation de tabac est principalement attribuable aux maladies cardiovasculaires, 
maladies pulmonaires ainsi qu'aux cancers dont celui du poumon (Ezzati et Lopez, 2004; 
Hoffmann et al., 1997; Hoffinann et al., 2001). Il est à noter que les effets toxiques de la 
cigarette touchent également les non-fumeurs qui sont exposés à la fumée secondaire. En 
2005, la prévalence du tabagisme étaient de 20% regroupant plus de cinq millions de 
Canadiens âgés de 15 ans et plus (Santé Canada, 2005). Même si ce taux est en baisse depuis 
1985, le tabagisme demeure un important problème de santé. Au Canada, plus de 17 milliards 
de dollars ont été dépensé, en 2002, dans la gestion des coûts reliés aux maladies causées par 
le tabagisme. La plus grande partie de cette dépense (12,5 millions de dollars) est associée à 
la perte de productivité due à la maladie et aux décès prématurés et 4,4 milliards de dollars 
sont associés aux frais directs en soins de santé (Agence de la santé publique du Canada, 
2007; Rehm et al., 2006). 
La composition de la fumée de cigarette varie selon la nature du tabac et les additifs 
ajoutés par les différents manufacturiers (Talhout et al., 2006). Toutefois, il est connu que la 
fumée de cigarette contient plus de 4000 substances chimiques toxiques, dont une soixantaine 
sont classées comme cancérigènes ou susceptibles de l'être (Hoffmann et al., 1997; Pfeifer et 
al., 2002). Parmi les substances, présentes dans la fumée de tabac, qui représentent un risque 
élevé pour la santé, il est possible de citer, l'acroléine, l'acétaldéhyde, l'acrylonitrile, le 
benzène, le 1,3-butadiène et le formaldéhyde (Nazaroff et Singer, 2004). L'acroléine est une 
2 
des substances toxiques les plus abondantes retrouvées dans la fumée de cigarette (3 à 220 
!.I.glcigarette), elle possède un indice de danger très élevé et elle est de 10 à 1000 fois plus 
toxique que l'acétaldéhyde et le formaldéhyde (Esterbauer et al., 1991 ; Dong et al., 2000; 
Guerin et al., 1987). De plus, plusieurs études épidémiologiques montrent que l'acroléine est 
impliquée dans les pathologies associées au tabagisme (Feng et al., 2006; Mercado et Jaimes, 
2007; van der Toom et al., 2007). 
1.1.2 Historique et généralités 
C'est Berzelius qui, en ]839, caractérise l'acroléine comme étant un produit de 
dégradation thermale de la glycérine. Il nomme cette substance chimique acroléine en raison 
de son odeur âcre (acrid) et de sa consistance huileuse (oleum). Plus tard, en 1843, 
Redtenbacher montre que l'acroléine peut être préparée via le processus de distillation de la 
glycérine en présence des agents déshydratants. Il remarque également le potentiel 
lacrymogène de l'acroléine (Stevens et Maier, 2008). Depuis, plusieurs études toxicologiques, 
décrivant les effets néfastes de l'acroléine sur la santé humaine et sur l'environnement, ont 
été publiées. En 1999, l'acroléine est finalement classée comme un produit toxique au sens de 
l'article 64 de la loi canadienne sur la protection de l'environnement (Environnement Canada, 
2000). 
L'acroléine, également connue sous le nom 
Hd'acrylaldéhyde, d'aldéhyde allylique, d'aldéhyde 
1 
acrylique, de propénale ou de propène-2-al, est un H C = 0 
aldéhyde a,~-insaturé hautement électrophile et ~ / 
réactif. À la température ambiante, l'acroléine se /c = c ~ 
présente sous forme d'un liquide très volatil, H H 
inflammable incolore ou légèrement jaunâtre ayant Figure 1.1 : Formule développée 
une odeur désagréable, âcre et pénétrante. La de l'acroléine (WHO, 2002). 
fonnule brute de l'acroléine est C3H40 et son poids moléculaire est de 56,06g1mol. La 
formule développée de ce produit chimique est représentée à la figure 1.1 (WHO, 2002). La 
présence du groupement carbonyle rend la molécule polarisée et ainsi la double liaison entre 
les atomes de carbones devient déficiente en électrons. Ce caractère électrophile explique 
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l'importante réactivité de l'acroléine avec plusieurs sites nucléophiles cellulaire (Kehrer et 
Biswal, 2000). 
L'acroléine est extrêmement toxique pour les organismes aquatiques et terrestres. 
Chez les humains, l'acroléine est toxique par inhalation, ingestion et par un contact dermique 
et peut causer une importante irritation des voies respiratoires, gastro-intestinales, de la peau 
et des yeux. Parmi les effets observés lors des expositions accidentelles à l'acroléine, il est 
possible de citer les nausées, les vomissements, la diarrhée, l'irritation respiratoire et oculaire, 
la bronchite, l'œdème pulmonaire et la mort (Beauchamp et al., 1985). La concentration 
minimale de l'acroléine, qui est perceptible par les humains, est de 0,07 mg/m3 (0,03 ppm). 
Les effets respiratoires comme la toux, une douleur thoracique et la difficulté à respirer 
peuvent se manifester suite à une inhalation d'une concertation de 0,6 mg/m3 (0,3 ppm) 
d'acroléine et une exposition à 5 mg/m3 (2 ppm) ou plus de cette substance toxique pendant 
plus de deux minutes n'est plus tolérable par la plupart des sujets. Des concentrations 
d'acroléines supérieures à 20 mg/m3 (9 ppm) peuvent s'avérer létales (Environnement 
Canada, 2000). 
Il n'y a pas de production commerciale d'acroléine au Canada. Cette substance 
chimique est importée des États-Unis où elle est synthétisée industriellement par l'oxydation 
du propène. En 2002, la production d'acroléine a été estimée à 100-500 million de livres 
(USDOHAH Services, 2006). Au Canada, l'acroléine est principalement utilisée dans la lutte 
antiparasitaire. Plus précisément, l'industrie pétrolière s'en sert comme herbicide aquatique 
dans les canaux d'irrigation et comme microbiocide dans ('eau durant les activités de 
prospection pétrolière. Les compagnies pétrolières emploient également J'acroléine pour 
capter le sulfure d'hydrogène et solubiliser les dépôts de sulfure ferreux qui causent 
l'obstruction des réservoirs et des barils (WHO, 2002). 
Mise à part son utilisation dans l'industrie pétrolière, l'acroléine constitue également 
un produit de départ dans plusieurs synthèses chimiques. Ainsi, cette substance chimique est 
utilisée dans la production industrielle des polymères d'acrylate, de l'acide acrylique, de la 
DL-méthionine, du glutaraldéhyde et d'autres composés chimiques (Beauchamp et al., 1985; 
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Ghilarducci et Tjeerdema, 1995). De plus, les polymères d'acroléine sont utilisés en 
photographie, dans le traitement du textile ainsi que dans l'industrie de pâte et papier. Dans la 
recherche, l'acroléine est employée pour fixer les tissus pour des études histologiques. Par 
ailleurs, le pouvoir lacrymogène et irritant de l'acroléine explique sont utilisation comme 
poison militaire (Beauchamp et al., 1985; Eisler, 2000). 
1.1.3 Sources d'exposition humaine 
L'acroléine est un polluant omniprésent dans l'environnement et l'être humain est 
inévitablement exposé à cette substance dans plusieurs situations. Les sources d'exposition 
les plus pertinentes peuvent être regroupées en sources environnementales, alimentaires et 
endogènes (Stevens et Maier, 2008). Quelques sources d'acroléine sont présentées dans le 
tableau 1.1. 
L'acroléine peut être introduite dans l'environnement par des processus naturels de 
fennentation et de mûrissement. Elle est également générée lors des feux de forêt et par la 
combustion incomplète de la matière organique (Environnement Canada, 2000). Toutefois, 
les principales sources d'exposition humaine à l'acroléine proviennent des activités 
anthropiques. En milieu industriel, l'exposition à l'acroléine résulte de ses multiples 
utilisations (biocide, synthèse chimique, textile et autres) ainsi que de sa formation lors de la 
combustion de la matière organique telle que le bois, le charbon, le pétrole, le plastique et les 
huiles (Ghilarducci et Tjeerdema, 1995). Les pompiers sont à risque d'exposition à 
l'acroléine. En effet, tes concentrations d'acroléine, mesurées durant les études des feux 
d'habitation, peuvent atteindre 7,3 mg/m3 (3,2 ppm) (Ghilarducci et Tjeerdema, 1995; 
Materna et al., 1992; Lees, 1995). D'autres industries dont celle de l'alimentation et de la 
restauration (Vainiotalo et Matveinen, 1993) ainsi que la sidérurgie (Henriks-Eckerman et al., 
1990) présentent également un risque d'exposition à l'acroléine pour les travailleurs. 
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Tableau 1.1 : Sources d'émission de l'acroléine (traduit et modifié de (ATSDR, 2007». 
Source Concentration Références 
Gaz d'échappement des
 
véhicules
 
Moteurs à essence 0,01-10 ppm (Lipari et Swarin, 1982;
 
Nishikawa et al., 1987)
 
Moteurs diesel 0,05-4,5 ppm (Seizinger et
 
Dimitriades, 1972)
 
Fumée de cigarette 3-220 Ilg/cigarette (Dong et al., 2000;
 
Guerin et al., 1987)
 
Aire de fumeurs dans les 0,1-10 ppm (Nazaroff et Singer,
 
restaurants et bars. 2004)
 
Fumée 
Bois 50ppm (Einhom, 1975)
 
Cotton 60ppm (Einhom, 1975)
 
Centrales électriques 
Alimentées au charbon 0,002 livre/ 1000 livre de (Natusch, 1978)
 
combustible
 
Alimentées au pétrole 0,1 livre/ 1000 livre de (Natusch, 1978)
 
combustible
 
Alimentées au gaz naturel 0,2 livre/ 1000 livre de (Natusch, 1978)
 
combustible
 
Foyers au bois 0,2-3 ppm (Lipari et Swarin, 1982) 
Pyrolyse du 2-23 ppm (Potts et al., 1978)
 
polyéthylène
 
Pyrolyse des huiles de 0,049 ppm-0,392 ppm (Shields et al., 1995)
 
cuisson
 
La principale source anthropique d'émission de l'acroléine dans l'environnement 
provient des processus de combustion et de la photo-oxydation des composés organiques 
volatils qui sont libérés des sources stationnaires (incinérateurs à déchets, chaudières, foyers, 
centrales électriques et autres) ainsi que des sources mobiles (automobiles, autobus, avions et 
autres) (Environnement Canada, 2000; Eisler, 2000; Ghilarducci et Tjeerdema, 1995). Par 
6 
exemple, la réaction du 1,3-butadiène, un hydrocarbure volatil retrouvé dans les gaz 
d'échappement des véhicules, avec le OH en présence de lumière conduit à la formation de 
l'acroléine (pour un mécanisme détaillé voir Tauzon et al., 1999). L'acroléine peut également 
être produite suite à la photo-oxydation du propylène et d'autres dioléfines (Faroon et al., 
2008). 
Des concentrations de 0,05-4,5 ppm et de 0,01-10 ppm d'acroléine ont 
respectivement été détectées dans les gaz d'échappement des moteurs diesels et à essence 
(Lipari et Swarin, 1982; Nishikawa et al., 1987; Seizinger et Dimitriades, 1972). L'acroléine 
est également dégagée dans le smog suite à la décomposition photochimique d'autres 
polluants atmosphériques tels que le 1,2-butadiène et le chlorure d'allyle. D'ailleurs, les 
effets irritants du smog sont attribués à l'acroléine (Environnement Canada, 2000; Eisler, 
2000). Au Canada, la concentration moyenne d'acroléine dans l'air ambiant est de 1,3 Ilglm3 
(0,56 ppb) (Environnement Canada, 2000). 
La concentration d'acroléine dans l'air intérieur est généralement de 2 à 20 fois 
supérieure à celle de l'air ambiant. Cette différence est principalement attribuable à la fumée 
de cigarette. D'ailleurs, cette dernière constitue la source principale d'exposition à l'acroléine 
pour la population générale. La quantité d'acroléine libérée dans la fumée de tabac varie entre 
3 à 220 j.tglcigarette dépendamment des additifs ajoutés dans les cigarettes (Dong et al., 2000; 
Guerin et al., 1987). Les concentrations d'acroléine détectées dans les aires de fumeurs dans 
les restaurants et les bars varient entre 0,1 et 10 ppm O\Jazaroff et Singer, 2004). 
En ce qui concerne les sources alimentaires, l'acroléine peut être libérée durant la 
cuisson des huiles végétales et des graisses animales à des températures élevées (Casella et 
Contursi, 2004; Ghilarducci et Tjeerdema, 1995; Beauchamp et al., 1985). Ainsi, l'acroléine 
a été détectée, dans plusieurs vapeurs provenant des huiles à cuisson chauffée, à des 
concentrations variant de 49 IlgIL (0,049 ppm) (huile d'arachide) à 392 IlgIL (0,392 ppm) 
(huile de colza) (Shields et al., 1995). D'ailleurs, certaines études épidémiologiques indiquent 
que l'émission d'acroléine de la cuisson wok augmente l'incidence des cancers de poumon 
chez les Chinoises (Gao et al., 1987). L'acroléine est également présente dans plusieurs types 
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de viandes, le fromage, le caviar, les fèves de cacao, la liqueur de chocolat, la mélasse et les 
pommes de terre et l'oignon frits. L'origine de l'acroléine dans les aliments non cuits n'est 
pas documentée. Il est probable que ce composé toxique soit généré lors du processus de 
vieillissement via la peroxydation des lipides. De plus, le processus naturel de mûrissement 
des fruits produit de l'acroléine. Des concentrations de 0,01 à 0,05 ppm et de 0,59 ppm ont 
respectivement été mesurées dans les fruits et les légumes (Environnement Canada, 2000; 
Feron et al., 1991). Durant la fermentation alcoolique ou l'entreposage et la maturation des 
boissons alcoolisés, il y a également génération de l'acroléine comme un sous-produit 
indésirable. La concentration maximale d'acroléine dans le vin rouge est estimée à 3,8 Ilg/g 
(Feron et al., 1991; Environnement Canada, 2000). 
Dans notre corps, l'acroléine est produite au cours de la peroxydation des lipides 
membranaires qui a lieu dans les conditions de stress oxydatif. En effet, l'acroléine est 
caractérisée, à la fois comme un produit et un initiateur de la peroxydation des lipides 
(Adams et Klaidman, 1993; Uchida, 1999). Aux sites d'inflammation, l'acroléine peut être 
formée à partir de la thréonine par l'enzyme myéloperoxydase des neutrophiles qui joue un 
rôle dans la défense de l'organisme contre les pathogènes (Anderson et al., 1997). Le 
métabolisme des polyamines, dont la spermine et la spermidine, de l'alcool allylique et de 
l'allylamine constitue une autre source endogène d'acroléine (Boor et al., 1987; Ghilarducci 
et Tjeerdema, 1995; Hoet et Nemery, 2000). Par ailleurs, les patients qui reçoivent des 
oxazaphosphorines, tels que le cyclophosphamide et l'isofosfamide, pour le traitement du 
cancer sont à risque d'exposition à l'acroléine, un métabolite de ces médicaments (Alarcon, 
1976; Furlanut et Franceschi, 2003; Kaijser et al., 1993). D'ailleurs, des adduits ADN­
acroléine ont été détectés dans les lymphocytes sanguins périphériques chez des patients 
atteins d'un cancer qui ont reçu un traitement de cyclophosphamide (McDiarmid et al., 1991). 
La figure 1.2 présente quelques réactions qui génèrent de l'acroléine dans notre corps. 
8 
HA B ~~N~NH2HlN N 
H, 
../",//~~~/~~~"'-./COOH Spermme
 
Acide arachidonique
 
Amine 1~- [0] 
O?! 
oxydase f-- NH] 
Clivage en ~ du radical
 
alcoxy
 
/.;0 
/'--/......~~~ Clivage de type .KIWI..~h t: 
rétro-Michael "- ~o 
Oz 
OOH //0 H2N~N~NH2i /:-. ..J H 
Spermidine 
Clivage en ~ du radical 
alcoxy Amine ~-fOJ 
oxydase o~ + NH;;.0 ",0 J 
/"-../' ~',./--·',.:7:-'/ + r 
"CKOLt: 'NE 11 
\CROLÉI~E ~NHl 
HlN . 0~NH2 
Putrescme 
MPO (Cl OH OH 
/ ~ ~ N ~ \ ~'-O
' H '--NH ~O 
C 
o1-·H OH O~. \O' I-Il~ a COl 2-hydroxy- A(lmLtINECI- H?OThréonine CI­
'OH propanal 
D o~ 0J 
CI-CH,CH" 'V P450 
N/ N ----+
 
CI-CH,--<:H/ H
 
Cyclophosphamide Moutarde phosphoramidé 
H 
H C=CH-C/ 
% ~o 
Figure 1.2: Formation endogène de l'acroléine. A) Génération d'acroléine à partir de 
J'acide arachidonique durant la peroxydation des lipides (Esterbauer et al., 1991; Stevens et 
Maier, 2008). B) Métabolisme des polyamines sperrnine et spermidine conduisant à la 
formation d'acroléine (Stevens et Maier, 2008). C) Production d'acroléine par la 
myéloperoxydase (l\1PO) du neutrophile, à partir de la thréonine, dans les sites 
d'inflammation (Anderson et al., 1997; Stevens et Maier, 2008). D) Activation du 
cyclophosphamide, par le cytochrome P450 (P450), en moutarde phosphoramidée et en 
acroléine (Timm et al., 2005). 
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1.1.4 Stabilité de l'acroléine dans l'environnement 
L'acroléine est une substance très réactive et son accumulation dans l'environnement 
amsl que sont transfert d'un milieu à l'autre de l'environnement n'est pas significative 
(Environnement Canada, 2000; Ghilarducci et Tjeerdema, 1995). Cet aldéhyde toxique est 
éliminé à partir de l'environnement aqueux via les processus de volatilisation, d'hydratation 
réversible en ~-hydroxypropanal et la biodégradation pas les microorganismes. Dans le sol, 
l'acroléine peut être biodégradée, hydrolysée et volatilisée. En se basant sur la réactivité 
globale de l'acroléine, sa demi-vie est estimée entre 30 et 100 heures dans les eaux à surface 
et dans le sol (Mackay et al., 1995; Environnement Canada, 2000; Ghilarducci et Tjeerdema, 
1995). Dans l'atmosphère, l'acroléine réagit principalement avec le radical hydroxyle (OH). 
L'acroléine rejetée dans l'air peut également être éliminée via les processus de photolyse et 
suite à sa réaction avec les radicaux nitrates et l'ozone. La demi-vie de l'acroléine dans l'air 
est estimée à moins de dix heures (Mackay et al., 1995; Environnement Canada, 2000). 
1.1.5 Métabolisme de l'acroléine 
Les études in vivo, chez les chiens, indiquent que 80-85% de l'acroléine inhalée est 
retenue dans le tractus respiratoire. Ceci suggère qu'il y a une faible absorption et donc une 
faible biodisponibilité de cette substance toxique (Egle, 1972; Parent et al., 1996b; Parent et 
al., 1998; WHO, 2002). La principale voie d'élimination de l'acroléine, in vivo, est sa 
conjugaison avec le glutathion (GSH) en présence de l'enzyme glutathion-S-transférase au 
niveau du foie (présentée dans la figure 1.3). Le conjugué ainsi produit est ensuite clivé pour 
libéré l'acide y-glutamique et la glycine, et une N-acétylation du conjugué de cystéine restant 
donne lieu au S-(3-oxopropyl)-N-acétylcystéine (OPMA). Finalement, une réduction de ce 
composé conduit à la formation de l'acide 3-hydroxypropylmercapturique, qui est le principal 
métabolite de l'acroléine trouvé dans l'urine, et une oxydation de l'aldéhyde forme la S­
carboxyéthyl-N-acétylcystéine (CEMA) (Pate1 et al., 1980; Stevens et Maier, 2008). Une 
voie d'élimination moins importante implique une oxydation de l'acroléine avant sa 
conjugaison avec le GSH. L'oxydation de l'acroléine, par l'aldéhyde déshydrogénase, forme 
l'acide acrylique et la réaction impliquant l'époxydase aboutit au glycidaldéhyde qui est un 
composé instable et réagit rapidement soit avec l'eau pour former le glycéraldéhyde ou avec 
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le GSH pour former un conjugué stable (Parent et al., 1998; Patel et al., 1980; Stevens et 
Maier, 2008) (voir figure 1.3). Certaines études montrent également que l'acroléine peut 
réagir avec l'acide ascorbique (vitamine C), via la réaction de Michael, et ainsi former 
l'acroléine ascorbylée (détails dans la figure 1.3) (Eger et al., 1987; Fodor et al., 1983; 
Stevens et Maier, 2008). 
1.1.6	 Mécanismes de toxicité de l'acroléine: interactions avec les macromolécules 
biologiques 
1.1.6.1 Formation des adduits au niveau de l'ADN 
L'acroléine est soluble dans l'eau, l'alcool et dans le diéthyl éther. Par conséquent 
cette substance chimique peut facilement traverser les membranes plasmiques par diffusion 
passive. Une fois dans la cellule, l'acroléine peut réagir rapidement avec plusieurs sites 
nucléophiles tels que les acides nucléiques, les acides aminées, les peptides et les protéines 
(Stevens et Maier, 2008). 
Plusieurs études montrent que l'acroléine est mutagène, chez les bactéries et les 
cellules des mammifères (Parent et al., 1996a; Smith et al., 1990; WHO, 2002), et présente 
des caractéristiques potentiellement cancérigènes (Feng et al., 2006). De plus, cette substance 
toxique cause des aberrations chromosomiques et l'échange des chromatides sœurs (Au et al., 
1980; WHO, 2002). Ces effets génotoxiques peuvent être attribués à l'endommagement de 
l'ADN causé par l'acroléine. En effet, cet aldéhyde toxique peut réagir avec les sites 
nucléophiles de l'ADN, causer la rupture des brins ainsi que former des liens transversaux 
entre deux brins d'ADN ou entre les protéines et l'ADN. L'acroléine peut modifier les quatre 
bases azotées de l'ADN (guanine, adénine, thymine et cytosine) en formant des adduits 
cycliques par J'addition de Michael. Toutefois, la réaction majeure est celle de l'addition de 
N-l ou N2 de la désoxyguanosine (dG) au C-3 de l'acroléine. Cette addition suivie de la 
fermeture du cycle aboutit à la formation de deux régioisomères, a. et y-hydroxy­
propanodésoxyguanosine (a. et y-OH-PdG) dont chacun est présent sous forme de deux 
stéréo-isomères R et S (Chung et al., 1984; Pawlowicz et al., 2006; Stevens et Maier, 2008) 
(voir figure 1.4). 
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Figure 1.3: Métabolisme de l'acroléine. A) Voie principale d'élimination de l'acroléine via sa 
conjugaison avec le GSH. B) Voie métabolique mineure de l'acroléine qui aboutit à la formation de 
l'acide acrylique ou de la glyceraldéhyde. C) Addition de Michael de ['ascorbate à l'acroléine. GSH : 
glutathion; GST : glutathion S-transférase (Stevens et Maier, 2008). 
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Figure 1.4 : Formation des adduits d'acroléine au niveau de l'ADN. 
L'addition de Michael entre la désoxyguanine et l'acroléine forme deux régioisomères, a et y-hydroxy­
propanodésoxyguanosine (a et y-OH-PdG) (Stevens et Maier, 2008). B) Mécanisme de formation de 
liens transversaux entre deux molécules d'ADN (gauche) et entre l'ADN et les protéines (droite). Ce 
mécanisme a été étudié in vitro. R-NH2 représente la base azotée dG de l'ADN (gauche) ou un 
polypeptide (droite). Le NaCNBHiNaBIL est un agent réducteur doux qui permet de réduire de façon 
sélective les imines. Il est employé ici pour confirmer la formation de la base de Schiff Voir le texte 
pour la description du mécanisme proposé (Sanchez et al., 2003). 
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C'est l'isomère y qui est le produit majoritaire et il a été identifié dans les tissus humains et 
chez les rongeurs. De plus, l'adduit y-OH-PdG est trois fois plus abondant dans les tissus 
buccaux des fumeurs comparativement à ceux des non fumeurs (Nath et al., 1996; Nath et al., 
1998; Stevens et Maier, 2008). Ces données suggèrent que l'acroléine pourrait être impliquée 
dans la mutagénèse et la cancérogenèse induites par la fumée de cigarette (Feng et al., 2006). 
Les adduits cycliques de dG, formées par l'acroléine, interfèrent avec le processus 
normal d'appariement des bases Watson-Crick et peuvent ainsi inhiber la synthèse de l'ADN 
ou introduire des erreurs durant la réplication (VanderVeen et al., 2001; Yang et al., 2002; 
Yang et al., 2001). En effet, l'acroléine induit des mutations de transversion de G : C à T : A 
(Kawanishi et al., 1998; Yang et al., 2002). Ce type de mutation est souvent retrouvé dans le 
gène de p53 dans les cas de cancer de poumon attribué à la fumée de cigarette (Feng et al., 
2006). 
Par ailleurs, l'adduit cyclique y-OH-PdG peut subir un réarrangement spontané en 
une structure ayant un cycle ouvert (illustrée dans la figure 1.4). Cet équilibre, entre la forme 
ouverte et fermée de l'adduit y-OH-PdG, est déplacé vers l'adduit ouvert dans la double 
hélice d'ADN (de los Santos et al., 2001; Minko et al., 2008; Stone et al., 2008). Dans ce 
dernier cas, la fonction aldéhyde libre peut réagir avec des amines primaires de bases azotés, 
et ainsi former des liens ADN-ADN intra ou inter-chaîne (Kozekov et al., 2003; Kozekov et 
al., 2001; Sanchez et al., 2003), ou des amines primaires de protéines et ainsi former des 1iens 
transversaux entre l'ADN et les protéines (Kurtz et Lloyd, 2003; Minko et al., 2008; Sanchez 
et al., 2003) (voir figure 1.4). 
Mise à part l'action directe de l'acroléine sur l'ADN, cette substance toxique semble 
également inhiber le système de réparation de l'ADN par excision (Feng et al., 2006; 
Grafstrom et al., 1987). Par conséquent, les dommages à l'ADN ainsi que l'inhibition du 
système de réparation de l'ADN expliquent la génotoxicité de l'acroléine. 
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1.1.6.2 Formation des adduits au niveau des acides aminés des protéines 
L'acroléine peut exercer son effet toxique à travers la modification covalente des 
acides aminés des protéines et des peptides. Plus précisément, cette substance chimique réagit 
avec les groupements thiols des cystéines, les groupements imidazoles des histidines, les 
groupements guanidines des arginines et les groupements ê-amines des lysines (réactions 
présentées dans la figure 1.5) (Esterbauer et al., 1991; Lambert et al., 2007; Stevens et Maier, 
2008). Ces groupements nucléophiles des protéines peuvent réagir avec la double liaison 
électrophile de l'acroléine via la réaction de Michael ou via l'addition nucléophile 
(groupements amines) sur le groupement carbonyle de l'acroléine pour former une base de 
Schiff (Ishii et al., 2007; Stadtrnan et Levine, 2000). 
La réaction du résidu cystéine avec l'acroléine se déroule selon l'addition de Michael 
pour former un adduit propanal ayant la fonction aldéhyde libre (Lopachin et al., 2007; 
Stevens et Maier, 2008). La même réaction s'applique pour le résidu histidine. Dans ce cas, 
l'acroléine peut s'additionner à l'un des deux azotes du groupement imidazole pour former 
ainsi le Na-acétyl-N"-formyléthylhistidine et le Na-acétyl-N"-formyléthylhistidine (structures 
présentées à la figure 1.5) (Uchida et al., 1998a). L'addition de Michael intervient également 
dans la modification de l'arginine par l'acroléine entraînant ainsi la formation d'un adduit 
cyclique (Lambert et al., 2007; Stevens et Maier, 2008). 
Le groupement ê-amine de la lysine, de son côté, peut réagir successivement avec 
deux molécules d'acroléine et former ainsi le NE-(3-formyl-3,4-dehydropiperidino)-lysine 
(FDP-Iysine) (Stevens et Maier, 2008; Uchida, 1999) (mécanisme illustré dans la figure 1.5). 
De plus, le système a,~-insaturé, présent dans la structure de la FDP-Iysine, peut réagir avec 
les groupements thiols du GSH (Furuhata et al., 2002) ou des protéines formant ainsi des 
conjugués de protéines qui peuvent aboutir à des agrégats protéiniques (Kuhla et al., 2007). 
Par ailleurs, le groupement ê-amine de la lysine peut réagir avec le groupement carbonyle de 
l'acroléine et former ainsi une base de Schiff(voir figure 1.5). 
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Figure 1.5 : Réactions de l'acroléine avec les acides aminés des protéines.
 
La réaction de l'addition de Michael de l'acroléine avec la cystéine, l'arginine et la lysine (Stevens et
 
Maier, 2008). B) Structure du NQ-acétyl-N"-fonnyléthylhistidine (en haut) et du NQ-acétyl-N'­

formyléthylhistidine (en bas) formés suite à la réaction de l'acroléine avec l'histidine (Uchida et ar,
 
1998a). C) Formation de l'adduit MP-Iysine via l'addition nucléophilique du groupement E-amine de
 
la lysine (R-NH2) et du carbonyle de l'acroléine suivie d'une addition de Michael d'une deuxième
 
molécule d'acroléine (Furuhata et al., 2003).
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Ce dernier produit est instable et peut réagit rapidement, via l'addition de Michael, avec une 
autre molécule d'acroléine pour former l'adduit W-(3-méthylpyridinium)-lysine (MP-lysine) 
(structure présentée dans la figure 1.5). L'adduit MP-Iysine est caractérisé comme produit 
mineur de la réaction de l'acroléine avec la lysine mais il est plus stable que l'adduit FDP­
lysine (Furuhata et al., 2003). Par ailleurs, la base de Schiff peut également être attaquée par 
d'autres groupements nuc1éophiles des acides aminés pour former des liens intra et inter 
moléculaires (lshii et al., 2007). Des conjugués de protéines ainsi formés sont associés à 
plusieurs pathologies (Stevens et Maier, 2008). 
Cette réactivité de l'acroléine avec les acides nucléiques et les protéines interfère 
avec plusieurs processus cellulaires incluant l'activité de plusieurs facteurs de transcription et 
des enzymes ainsi que les voies régulées par le statut redox (Kehrer et Biswal, 2000; Stevens 
et Maier, 2008). La section suivante illustre quelques processus cellulaires affectés par une 
exposition à l'acroléine. 
1.1.6.3	 Interaction avec les groupements thiols et modulation de la signalisation 
d'oxydoréduction par l'acroléine 
Chaque cellule est caractérisée par un état d'oxydoréduction (ratio entre les espèces 
oxydées et les espèces réduites) particulier qui régule plusieurs fonctions physiologiques 
telles que la division, la différenciation et la mort cellulaire (Schafer et Buettner, 2001). Dans 
la cellule, cette homéostasie d'oxydoréduction est principalement maintenue par le tripeptide 
GSH (y-Glu-Cys-Gly) et la protéine thioredoxine (Trx). La figure 1.6 présente le cycle 
d'oxydoréduction du GSH et de la Trx. Les groupements thiols du GSH et de la thioredoxine 
réduite (Trx(SH)2) constituent des équivalents réducteurs qui s'oxydent durant la réaction 
d'oxydoréduction. Ensuite, les formes réduites de ces deux donneurs d'électrons peuvent être 
régénérées par l'action de la GSSG réductase et de la Trx réductase qui réduisent 
respectivement le glutathion oxydé (GSSG) et la thioredoxine oxydée (TrxS2)' Ainsi, le GSH 
et la Trxjouent un rôle d'antioxydant dans la protection de la cellule contre le stress oxydatif, 
en réduisant les espèces réactives de l'oxygène (ROS)! espèces réactives d'azote (NRS), et 
participent dans la signalisation cellulaire associée à l'état d'oxydoréduction (Dalle-Donne et 
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al., 2008; Valko et al., 2007). Les conditions physiologiques nonnales sont caractérisées par 
des rapports GSHIGSSG et Trx(SH)2/Trx(SS) élevés. 
cytosol 
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NADPH 
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extrace Il ulai re
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Figure 1.6 : Le cycle d'oxydoréduction du GSH et de la Trx. Le GSH et la Trx jouent un 
rôle dans la détoxication du peroxyde d'hydrogène, des peroxydes lipidiques (ROOH), des 
protéines oxydées (PS2) et des substances électrophiles en réduisant directement ces radicaux 
libres ou via leur association avec les GSHlTrx peroxydases. Le peroxyde d'hydrogène, 
généré durant le métabolisme aérobique, peut également être métabolisé par la catalase dans 
les peroxysomes. La fonnation de GSSG par les GSH peroxydase peut donner lieu aux 
protéines disulfides mixtes (PSSG) via le processus réversible de S-glutathionylation. Pour 
maintenir l'équilibre d'oxydoréduction, le GSSG peut être expulsé de la cellule. Le GSSG et 
la Trx peuvent être réduits respectivement par les GSSG et Trx réductases qui utilisent le 
NADPH comme équivalent réducteur (modifié de Dalle-Donne et al., 2008). 
Toutefois, ce ratio peut chuter dans les conditions de stress oxydatif. Le stress 
oxydatif est caractérisé par une perturbation de l'équilibre entre la production des espèces 
oxydantes et leur élimination par les antioxydants en faveur des espèces oxydantes. Cette 
condition pathologique perturbe l'homéostasie d'oxydoréduction et peut causer des 
dommages moléculaires dans les cellules (Dalle-Donne et al., 2008; Sies et Jones, 2007). 
Durant le stress oxydatif, le GSSG augmente et il se lie aux groupements thiols des protéines 
pour fonner des protéines disulfides mixtes, processus connu sous le nom de S­
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glutahionylation. Cette réaction a pour but de protéger les protéines contre une oxydation 
irréversible des groupements thiols et d'induire la signalisation d'oxydoréduction en 
modifiant les cystéines des protéines telles que les récepteurs, les protéines kinases et les 
facteurs de transcriptions. La signalisation d'oxydoréduction est responsable de rétablir la 
balance d'oxydoréduction de la cellule et une fois cet équilibre atteint, les groupements thiols 
des protéines disulfides mixtes peuvent être réduits par le GSH ou par l'action des thiol­
disulfide réductases (Dalle-Donne et al., 2008; Klatt et Lamas, 2000; Schafer et Buettner, 
2001). 
La toxicité de l'acroléine peut être, en partie, attribuée à la réaction rapide de cet 
aldéhyde électrophile avec les groupements thiols du GSH et de la Trx causant ainsi leur 
déplétion (Go et al., 2007; Horton et al., 1997; Kehrer et Biswal, 2000; Stevens et Maier, 
2008; Yang et al., 2004). Par le même mécanisme, l'acroléine est également responsable de 
l'inactivation des enzymes GSH et Trx réductases (Nunoshiba et Yamamoto, 1999; Yang et 
al., 2004). Ceci rompt la balance des groupements thiols, perturbe l'homéostasie 
d'oxydoréduction et cause le stress oxydatif. Cette situation de stress oxydatif peut être 
davantage amplifiée vu que ce dernier favorise la peroxydation des lipides qui est une source 
de génération de l'acroléine (Adams et Klaidman, 1993; Kehrer et Biswal, 2000; Stevens et 
Maier, 2008; Uchida et al., 1998a). Ainsi, cette perturbation de l'équilibre d'oxydoréduction, 
par l'acroléine, affecte plusieurs voies de signalisation sensibles à l'état d'oxydoréduction au 
niveau de la transcription (facteur de transcription l'Irf2, NF-lCB et AP-l) en induisant la 
transcription des gènes cibles ainsi qu'au niveau de la transduction du signal (les enzymes 
tyrosine phosphatases). Plus précisément, l'acroléine peut moduler ces voies directement, en 
réagissant avec les résidus cystéines des protéines de la voie de signalisation et en modifiant 
ainsi leurs activités, ou indirectement en modifiant l'état d'oxydoréduction de la cellule 
(Kehrer et Biswal, 2000). 
L'acroléine, à des doses non létales, active le nuclear erythroid-2 related factor 2 
(Nrf2) (Kehrer et Biswal, 2000; Kwak et al., 2003; Stevens et Maier, 2008; Tirumalai et al., 
2002) (voir figure 1.7). Le Nrf2 est un facteur de transcription qui contient un domaine de 
glissière à leucine et qui est impliqué dans la régulation de l'homéostasie d'oxydoréduction 
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ainsi que dans la défense contre les stress oxydatif et électrophile (Osburn et Kensler, 2008). 
Dans les conditions normales, ce facteur de transcription se trouve à l'état inactif, au niveau 
du cytosol, où il est associé avec la Kelch-like ECH-associatedprotein 1 (Keapl). 
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Figure 1.7 : Modulation de la signalisation d'oxydoréduction par l'acroléine. 
L'acroléine induit l'activation du nuclear erythroid-2 related factor 2 (Nrf2). La modification des 
groupements thiols de la protéine Kelch-like ECH-associated protein 1 (Keap 1), par l'acroléine, 
interfère avec son association avec la protéine Nrt2. Ceci diminue la protéolyse de Nfr2 et permet son 
accumulation au niveau du noyau. Une fois dans le noyau, le facteur de transcription Nrf2 active la 
transcription des gènes ARE-dépendants dont les enzymes de la défense antioxydante qui sont 
impliquées dans la protection de la cellule contre le stress électrophile induit par l'acroléine. Adapté de 
(Brigetius-Flohe, 2006). B) L'inhibition du facteur de transcription NF-KB par l'acroléine. Le NF-KB 
(P65/p50) est inactif lorsque lié à son inhibiteur IKB dans le cytosol. Les cytokines et les ROS peuvent 
induire l'activation du NF-KB qui se produit suite à la phosphorylation de IKB suivie de sa dégradation 
par le protéasome. Ceci libère le NF-KB qui s'accumule au niveau du noyau où il se lie à l'ADN et 
active la transcription de plusieurs gènes antiapoptotiques (lymphome de cellules B extra long (Bel-XL) 
et protéine inhibitrice de l'apoptose (IAP», antioxydants (Manganese Superoxide Dismutase (MnSOD) 
et Ferritin Heavy Chain (FHC» et de l'immunité (cytokines pro-inflammatoires (Hayden et aL, 2006; 
Trachootham et al., 2008). Ainsi, le NF-KB joue un rôle dans la régulation de la survie cellulaire et de 
la réponse immunitaire. L'acroléine peut directement i.nlllber le NF-KB, en modifiant ses résidus 
cystéines, ou indirectement en changeant l'état d'oxydoréduction de la cellule. Ceci interfère avec la 
liaison du NF-KB avec l'ADN et cause ainsi l'inhibition de la prolifération ainsi qu'une suppression de 
l'immunité (Kehrer et Biswal, 2000). Adapté de (Brigelius-Flohe, 2006). 
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Keap1 régule la dégradation protéasomique de Nrf2 en favorisant sa liaison avec l'enzyme 
ubiquitine ligase E3 (Cullinan et al., 2004; Dinkova-Kostova et al., 2005). Le mécanisme 
d'activation de la protéine Nrf2, par J'acroléine, n'est pas encore élucidé. Il est possible que 
l'acroléine modifie, par alkylation, les résidus cystéine actifs de la protéine Keap1. Ainsi, ces 
modifications peuvent induire des changements de conformation dans cette protéine 
régulatrice qui perd son affinité envers Nrf2 et devient incapable de présenter ce facteur de 
transcription au système de dégradation par le protéasome. De plus, l'alkylation de la 
protéine Keap 1 favorise son ubiquitination et ainsi sa protéolyse. Ceci stabilise la protéine 
Nrf2 et permet son accumulation au niveau du noyau (Eggler et al., 2005; Stevens et Maier, 
2008). Une fois dans le noyau, le facteur de transcription Nrf2 forme un complexe avec la 
protéine Maf. Ce complexe reconnaît l'antioxidant response element (ARE) au niveau de 
l'ADN et active la transcription des gènes codant pour les enzymes de la défense 
antioxydante. Plusieurs études montrent que l'acroléine induit l'expression des gènes ARE­
dépendants dont ceux des enzymes antioxydantes hème oxygénase-1 (HO-1) (Thompson et 
Burcham, 2008b; Wu et al., 2006) et la NAD(P)H : quinone réductase ainsi que J'enzyme 
impliquée dans la synthèse du GSH y-glutamylcystéine synthétase (Tirumalai et al., 2002). 
L'enzyme HO-l est impliquée dans l'étape limitante du catabolisme de l'hème qui 
produit de la biliverdine, du monoxyde de carbone (CO) et du fer (Fe2+). La biliverdine est 
ensuite convertie en bilirubine par l'action de la biliverdine réductase (Farombi et Surh, 
2006). La bilirubine ainsi formée possède des propriétés antioxydantes et jouent 
probablement un rôle dans la protection de la cellule contre les stress électrophile et oxydatif 
induits par l'acroléine. Plus précisément, la bilirubine, dans certaines conditions, joue le rôle 
de désactivateur des radicaux peroxyles (Stocker et al., 1987) et protège les cellules contre 
les dommages causés par le peroxyde d'hydrogène (Baranano et al., 2002). Par ailleurs, la 
NAD(P)H: quinone réductase est une enzyme qui est impliquée dans la régénération de la 
forme réduite et active de l'antioxydant o.-tocophérol hydroquinone. Ce dernier inhibe le 
processus de peroxydation lipidique (Siegel et al., 1997; Ross et al., 2000). De son côté, 
l'induction de la y-glutamylcystéine synthétase permet de générer le GSH qui participe dans 
les réactions de détoxication du peroxyde d'hydrogène, des peroxydes lipidiques ainsi que 
des protéines oxydées. (voir figure 1.6). Ainsi, l'induction de l'expression de ces gènes 
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protège la cellule contre les stress électrophile et oxydatif induits par l'acroléine (Stevens et 
Maier, 2008). 
Un autre facteur de transcription, sensible à l'état d'oxydoréduction et qui est affecté 
par l'acroléine, est le facteur nucléaire-lCB (NF-lCB) (voir figure 1.7). Le NF-KB est un 
important régulateur de la défense antioxydante, de l'apoptose, de l'inflammation ainsi que 
de la réponse immunitaire (Hayden et Ghosh, 2004; Trachootham et al., 2008). Dans son état 
inactif, la protéine NF-lCB se trouve dans le cytosol où elle est liée à son inhibiteur inhibitor 
ofkappa light chain gene enhancer in B ceUs (llCB). L'activation du NF-lCB est médiée par la 
phosphorylation de IlCB qui, une fois phosphorylé, se dissocie du facteur de transcription. 
Lorsque le NF-lCB est libéré, il peut être transloqué dans le noyau où il se lie à l'ADN au 
niveau du promoteur et active la transcription des gènes cibles. L'acroléine est connue pour 
inhiber le facteur de transcription NF-lCB dans plusieurs modèles cellulaires (Horton et al., 
1999; Lambert et al., 2007; Li et al., 1999; Stevens et Maier, 2008; Valacchi et al., 2005). 
Plusieurs mécanismes d'inhibition de NF-lCB ont été proposés. L'acroléine peut alkyler les 
cystéines de la IlCB kinase (IKK) qui est responsable de la phosphorylation de IlCB, étape qui 
aboutit à la protéolyse de cet inhibiteur suivie de la libération de NF-lCB (Ji et al., 2001; Rossi 
et al., 2000; Valacchi et al., 2005). Lambert et al. (2007) suggèrent que l'acroléine inhibe la 
liaison de NF-lCB à l'ADN en formant des adduit de Michael avec les cystéines réactives de 
la sous unité p50 de ce facteur de transcription. L'acroléine peut également inhiber la voie du 
NF-lCB indirectement en perturbant l'homéostasie d'oxydoréduction. En effet, les cystéines 
de la sous unité p50 doivent être réduites pour que le NF-lCB puisse s'associer avec l'ADN et 
activer la transcription des gènes cibles (Mitomo et al., 1994; Toledano et Leonard, 1991; 
Trachootham et al., 2008). Le facteur de transcription NF-lCB active la transcription de 
plusieurs gènes impliqués dans la survie cellulaire (protéines antiapoptotiques, enzymes 
antioxydantes) ainsi que dans la réponse immunitaire (cytokines proinflammatoires) (Karin et 
Lin, 2002; Trachootham et al., 2008) (voir figure] .7). Ainsi, l'inhibition de NF-lCB, par 
l'acroléine, est associée à l'inhibition de la prolifération cellulaire, l'induction de l'apoptose 
(Horton et al., 1999; Kehrer et Biswal, 2000) ainsi qu'à la suppression de la défense de 
l'organisme contre les infections par les pathogènes (Jakab, 1977; Kasahara et al., 2008; Li et 
Holian, 1998). 
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Le même mécanisme d'inactivation des facteurs de transcription, par l'acroléine, peut 
s'appliquer pour le complexe protéique protéine activatrice 1 (AP-l). Ce facteur de 
transcription, modulé par l'état d'oxydoréduction, est impliqué dans la régulation de la 
prolifération cellulaire et de l'apoptose. L'AP-l, sous forme d'un homo (Jun-Jun) ou 
hétérodimère (Fos-Jun), se lie aux séquences spécifiques de l'ADN et active la transcription 
des gènes (Kehrer et Biswal, 2000; Trachootham et al., 2008). Biswal et al. (2002) ont 
montré que l'acroléine inhibe la prolifération des cellules A549 en inhibant le facteur de 
transcription AP-l. Cette inhibition est le résultat de l'alkylation des groupements thiols des 
cystéines de la protéine jun ainsi que de la modification de l'état d'oxydoréduction par 
l'acroléine (Biswal et al., 2002; Kehrer et Biswal, 2000). 
Mise à part la régulation au niveau de la transcription, l'acroléine interfère également 
avec la transduction de signal induit par les changements de l'état d'oxydoréduction. 
Récemment, Seiner et al. (2007) ont montré que l'acroléine modifie de façon covalente les 
cystéines retrouvées dans le site actif des protéines tyrosine phosphatases (Seiner et al., 2007). 
Ces enzymes catalysent la réaction de déphosphorylation des résidus phosphotyrosines et, 
ensemble avec les protéines tyrosines kinases, régulent plusieurs voies de signalisation 
critiques impliquées dans la prolifération, la différenciation, le métabolisme ainsi que la 
migration cellulaires (Stevens et Maier, 2008; Tonks, 2003). L'inhibition des protéines 
tyrosines phosphatases, par l'acroléine, modifie plusieurs cascades de signalisation cellulaire 
et contribue ainsi à la toxicité de l'acroléine (Tonks, 2003). 
Ainsi, l'acroléine affecte plusieurs vOIes de signalisation, sensibles à l'état 
d'oxydoréduction, en formant des adduits de Michael avec les groupements thiols des résidus 
cystéines critiques des protéines et/ou en perturbant l'homéostasie d'oxydoréduction de la 
cellule. Cette modulation des voies de signalisation, par l'acroléine, cause une activation de 
la transcription de plus de 700 gènes et une diminution de l'expression de plus de 200 gènes 
(Kehrer et Biswal, 2000) qui sont impliqués dans le contrôle du cycle cellulaire, de la 
transcription, de la signalisation cellulaire, de la synthèse des protéines ainsi que de 
l'apoptose (Thompson et Burcham, 2008a). 
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1.1.7 Pathologies associées à l'acroléine 
L'acroléine est impliquée dans le développement de plusieurs maladies pulmonaires 
inflammatoires teUes que l'asthme et les maladies pulmonaires obstructives chroniques 
(MPOC) incluant la bronchite chronique et l'emphysème (Leikauf et al., 2002). En effet, 
l'acroléine peut induire plusieurs lésions associées à ces maladies et elle est retrouvée en 
concentrations élevées dans l'air expiré et dans les sécrétions muqueuses des patients atteints 
des MPOC (Corradi et al., 2004). Ainsi, l'acroléine, en perturbant la balance 
d'oxydoréduction, favorise la génération des ROS au niveau des voies respiratoires. Les 
radicaux ainsi produits sont responsables de l'activation et du recrutement des cellules 
inflammatoires. Plus précisément, l'acroléine augmente la sécrétion du chimioattracteur de 
neutrophiles, l'interleukine-8 (IL-8), par les cellules épithéliales des bronches (Mio et al., 
1997), et favorise ainsi le recrutement de ces cellules inflammatoires au niveau des voies 
respiratoires. Également, l'acroléine inhibe l'apoptose des neutrophiles en inhibant l'activité 
de la caspase 3. Cette atténuation de l'élimination des cellules inflammatoires peut contribuer 
à l'amplification de la réaction inflammatoire et au développement de l'inflammation 
chronique au niveau des poumons (Finkelstein et al., 2001; Finkelstein et al., 2005). 
L'acroléine provoque également l'accumulation d'autres cellules inflammatoires au niveau 
des voies respiratoires telles que les macrophages et les lymphocytes (Borchers et al., 2007). 
Par ailleurs, le stress oxydatif, généré par l'acroléine, est associé à la mort apoptotique des 
cellules épithéliales pulmonaires qui cause ainsi des lésions au niveau de l'épithélium des 
voies respiratoires (Borchers et al., 2008; Borchers et al., 2007; Nardini et al., 2002). Ces 
dommages des tissus pulmonaires peuvent être amplifiés puisque l'acroléine interfère avec le 
processus de réparation des tissus en inhibant le recrutement, la prolifération ainsi que la 
contraction des fibroblastes (Camevali et al., 1998; Nakamura et al., 1995). 
La réparation du tissu pulmonaire est un processus complexe durant lequel les 
fibroblastes semblent jouer un rôle important. Suite à leur recrutement au niveau du tissu 
endommagé, ces cellules prolifèrent, produisent des protéines de la matrice extracellulaire et 
contribuent à la contraction du tissu et au remodelage de la matrice extracellulaire (Camevali 
et al., 1998; Clark, 1988). La contraction est un mouvement centripète qui participe à la 
24 
fermeture et à la cicatrisation des plaies. Le mécanisme exact de ce processus reste inconnu. 
Cependant, les hypothèses émises suggèrent l'implication du fibroblaste et du myofibroblaste 
qui possède à la fois les propriétés du fibroblaste et de la cellule musculaire lisse. Ainsi, ces 
cellules exercent des forces contractiles au voisinage de la plaie ce qui induit un mouvement 
vers J'intérieur des extrémités de la plaie. Ce mouvement implique des liaisons cellulaires et 
extracellulaires (Farahani et Kloth, 2008). 
Également, l'acroléine cause une augmentation du nombre des cellules caliciforrnes 
(cellules qui secrètent du mucus) ainsi qu'une augmentation de l'expression du gène 
MUC5AC qui code pour la glycoprotéine mucine SAC, constituant protéique majeur du 
mucus, résultant ainsi en une hypersécrétion muqueuse (Borchers et al., 1999; Costa et al., 
1986). En résumé, l'acroléine contribue au développement des maladies pulmonaires 
inflammatoires (asthme et MPOC) en causant l'inflammation chronique des voies 
respiratoires causée par une infiltration et activation des cellules inflammatoires 
(macrophages, neutrophiles, lymphocytes), la destruction de l'épithélium des voies 
respiratoires ainsi que la sécrétion accrue de mucus (Leikauf et al., 2002). 
La toxicité de l'acroléine se traduit également par sa capacité à supprimer la défense 
de l'hôte contre les infections bactériennes et virales dans les voies respiratoires (Jakab, 1977; 
Li et Holian, 1998). En effet, l'acroléine supprime J'activité antimicrobienne des 
macrophages alvéolaires en inhibant la sécrétion des cytokines inflammatoires (interleukine­
1b, interleukine-12 et facteur de nécrose tumorale o.) et en causant leur mort par apoptose et 
nécrose (Li et al., 1997). L'inhibition de la sécrétion des cytokines inflammatoires, par 
l'acroléine, est également observée dans les neutrophiles, les lymphocytes ainsi que dans les 
cellules épithéliales des voies respiratoires (Lambert et al., 2005; Valacchi et al., 2005). Cette 
atténuation de la production des médiateurs inflammatoires, par l'acroléine, interfère avec la 
réponse immunitaire et contribue à l'immunosuppression pulmonaire. D'ailleurs, plusieurs 
études épidémiologiques montrent que les fumeurs sont plus susceptibles de développer des 
infections bactériennes telles que la pneumonie à pneumocoque, la maladie du légionnaire et 
l'infection à l'Helicobacter pylori ainsi que des infections virales comme le rhume et la 
grippe (revue par Arcavi et Benowitz, 2004). De plus, Galanakis et collaborateurs (2009) 
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suggèrent que l'exposition à la fumée secondaire augmente la fréquence d'infection ainsi que 
de cas d'hospitalisation pour cause d'infection chez les nourrissons (Ladomenou et al., 2009). 
À cause de la toxicité accrue de l'acroléine, il est difficile de caractériser le potentiel 
cancérigène de cette substance (IARC, 1985). Toutefois, Feng et collaborateurs (2006) ont 
montré que l'acroléine forme des adduits au niveau du gène de p53 dans les cellules 
pulmonaires. Ces adduits contribuent à des mutations de ce gène semblables à celles 
retrouvées dans les cas de cancers de poumons. Par conséquent, l'acroléine pourrait être 
impliqué dans le développement du cancer des poumons (Feng et al., 2006). 
Vu que l'acroléine constitue en même temps un produit et un initiateur de la 
peroxydation des lipides (Adams et Klaidman, 1993; Uchida, 1999), l'exposition à cette 
substance toxique peut contribuer au développement de plusieurs pathologies associées au 
stress oxydatif et à la peroxydation lipidique accrus (Kehrer et Biswal, 2000). Parmi ces 
pathologies, il est possible de citer les maladies neurodégénératives, l'athérosclérose ainsi 
que les maladies associées à l'insuffisance rénale chronique. La peroxydation des lipides 
membranaires est initiée par les radicaux d'oxygène produit lors d'un stress oxydatif. Ainsi, 
les ROS favorisent l'oxydation de la double liaison des acides gras insaturés des 
phospholipides membranaires ce qui déclenche une réaction en chaîne radicalaire qui aboutit 
au clivage des lipides oxydés et à la formation d'aldéhydes réactifs dont le 4-hydroxy-2­
nonénal (I-INE), le malondialdéhyde (MDA) ainsi que d'acroléine (voire figure 1.2 A). Parmi 
ces aldéhydes a,p-insaturés, l'acroléine est le composé le plus électrophile qui réagit 
rapidement avec les sites nucléophiles des protéines modifiant ainsi leurs structures et leurs 
fonctions biologiques (Stevens et Maier, 2008; Uchida, 2003). 
Plusieurs études récentes montrent que la concentration d'acroléine est plus élevée 
dans les tissus de cerveaux atteints par la maladie d'Alzheimer par rapport à celle présente 
dans les tissus sains (Adibhatla et Hatcher, 2008; Butterfield et al., 2002; Lovell et al., 2000, 
2001; Williams et al., 2006). L'acroléine exerce son effet neurotoxique en inhibant plusieurs 
enzymes critiques pour la survie des neurones, telles que la Na+JK+ ATPase, et les 
transporteurs de glucose et de glutamate (Lovell et al., 2000; Williams et al., 2006). De plus, 
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la perturbation de l'équilibre d'oxydoréduction ainsi que l'alkylation des protéines, initiées 
par l'acroléine, interfèrent également avec Ja transmission de l'influx nerveux en inhibant 
l'entreposage, la libération ainsi que la recapture des neurotransmetteurs au niveau de Ja 
terminaison axonale (LoPachin et Barber, 2006; LoPachin et al., 2008). Ceci perturbe les 
réseaux de circuits neuronaux et peut causer des difficultés dans la mémoire déclarative tel 
qu'observé chez les patients souffrant de la maladie d'Alzheimer (Palop et al., 2006). 
L'acroléine perturbe également l'équilibre entre les phosphatases et les kinases et induit ainsi 
une hyperphosphorylation de la protéine tau dans les neurones. La protéine tau 
hyperphosphorylée perd sa conformation native et forme des structures composées de paires 
de filaments associées en hélice qui sont des constituants des enchevêtrements 
neurofibril1aires (Gomez-Ramos et al., 2003; Kuhla et ai., 2007). L'acroléine semble 
également contribuer directement à la formation de la dégénérescence neurofibrillaire en 
formant des adduits avec la protéine tau qui ont été détectés dans les tissus cérébraux des 
patients atteints de la maladie d'Alzheimer (Calingasan et al., 1999). De plus, la réaction de 
J'acroléine avec le peptide amyloïde ~ conduit à l'agrégation de ce peptide et contribue 
probablement à la formation des plaques séniles extracel1ulaires (Seidler et al., 2006; Seidler 
et Squire, 2005). La dégénérescence neurofibril1aire ainsi que les plaques séniles sont des 
lésions histologiques qui contribuent à la dégénérescence du tissu cérébral et qui sont 
caractéristiques de la maladie d'Alzheimer (Adibhatla et Hatcher, 2008). Par ailleurs, 
l'acroléine réagit avec la protéine a-synucléine et favorise ainsi son agrégation et la formation 
des corps de Lewis dans le cytoplasme des neurones dopaminergiques du locus niger. Ces 
agrégats protéiques induisent la mort cellulaire des neurones qui caractérise la maladie de 
Parkinson (Shamoto-Nagai et al., 2007). La lésion de la moelle épinière est une autre 
pathologie qui est caractérisée par une présence accrue d'acroléine dans le site des lésions 
primaires (zone agressée de façon mécanique). De plus, l'acroléine peut diffuser du site de 
génération vers les tissus sains environnant causant ainsi des effets toxiques au niveau des 
lésions secondaires (Hamann et al., 2008; Luo et al., 2005). 
L'acroléine affecte également le système cardiovasculaire en favorisant le 
recrutement des macrophages au niveau de la paroi artérielle et en interférant avec le 
transport du cholestérol plasmatique. En effet, l'acroléine réagit avec la Trx et perturbe ainsi 
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l'équilibre d'oxydoréduction dans les cellules endothéliales. Ceci déclenche, via la génération 
des ROS, la signalisation inflammatoire ce qui favorise le recrutement des monocytes au 
niveau des cellules endothéliales, une étape précoce dans le développement de 
l'athérosclérose (Go et al., 2007; Park et Taniguchi, 2008). Par ailleurs, des adduits 
d'acroléine avec les lysines de l'apoprotéine B-I00, constituant majeur des lipoprotéines de 
faible densité (LDL), ont été détectés au niveau des plaques d'athéromes dans l'aorte 
humaine (Arikketh et al., 2004; Uchida et al., 1998b). L'acroléine est ainsi impliquée dans la 
modification oxydative des particules de LDL qui, lorsque modifiées, perdent leur structure 
et leur fonction, ne sont plus reconnues par les cellules cibles, s'accumulent dans les 
vaisseaux sanguins et sont phagocytées par les macrophages. L'accumulation des LDL 
modifiées dans les macrophages les transforme en cellules spumeuses ce qui est une étape clé 
dans la formation de la plaque d'athéromes qui est une lésion associée à l'athérosclérose 
(Arikketh et al., 2004; Park et Taniguchi, 2008; Uchida et al., 1998b). Le même mécanisme 
toxique est observé dans le cas des lipoprotéines de très faible densité (VLDL). Dans ce cas, 
l'acroléine modifie de façon covalente l'apoprotéine E qui joue un rôle dans l'incorporation 
de la VLDL vers les cellules hépatiques (Arai et al., 2005; Tamamizu-Kato et al., 2007). 
L'acroléine est également responsable de modifications des apoprotéines retrouvées dans les 
particules des lipoprotéines à haute densité (HDL). Plus précisément, l'acroléine forme des 
adduits avec l'apoprotéine A-I et interfère ainsi avec l'élimination du cholestérol des cellules 
de la paroi artérielle (Shao et al., 2005a; Shao et al., 2005b). Normalement, l'apoprotéine A-I 
est responsable de la mobilisation du cholestérol des macrophages de la paroi artérielle vers 
le foie qui élimine le cholestérol (Oram, 2003). Donc, l'inhibition de la fonction de 
l'apoprotéine A-l, par l'acroléine, favorise le développement des cellules spumeuses et de 
l'athérosclérose. Des études récentes montrent que l'acroléine inhibe l'activité de 
l'antithrombine, un inhibiteur important de la coagulation (Gugliucci, 2008). Cette inhibition 
résulte en une thrombose qui est impliquée dans l'étape finale de l'athérosclérose, conduisant 
à l'infarctus du myocarde et à l'accident cérébrovasculaire, et dans les maladies chroniques 
telles que l'insuffisance rénale chronique (Nieuwdorp et al., 2005). 
D'ailleurs, les concentrations plasmatiques d'acroléine libre et liée à des protéines 
sont plus élevées chez les patients souffrant de néphropathie diabétique, de néphropathie due 
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à l'hypertension artérielle ainsi que de glomérulonéphrite chronique, maladies associées à 
l'insuffisance rénale (Gugliucci et al., 2007; Igarashi et al., 2006). Le stress carbonyle, induit 
par l'acroléine, cause des modifications au niveau de la double membrane cellulaire et 
perturbe les voies de signalisation au niveau des cellules glomérulaires du mésangium 
causant ainsi des dommages au niveau du tissu rénal (Suzuki et Miyata, 1999; Suzuki et al., 
1999). 
En résumé, la capacité de J'acroléine à développer ces maladies pulmonaires, 
neurodégénératives, cardiovasculaires et rénales est principalement reliée à sa capacité à 
induire le stress oxydatif et à modifier la structure et la fonction des protéines. 
1.1.8 Induction de la mort cellulaire par l'acroléine 
L'acroléine peut induire la mort cellulaire par apoptose et par nécrose. Le type de 
mort cellulaire induit, par l'acroléine, peut varier en fonction du type cellulaire, des 
conditions de culture cellulaire ainsi que de la concentration de cette substance toxique 
(Stevens et Maier, 2008; Tanel et Averill-Bates, 2005; Thompson et Burcham, 2008b). 
Ainsi, l'acroléine induit l'apoptose dans les cellules épithéliales bronchiques 
humaines (HBE1) (30 minutes de traitement dans le tampon Krebs-Ringer, 10-25 !lM 
d'acroléine, apoptose mesurée 18-24 heures après le traitement) (Nardini et al., 2002), les 
cellules d'adénocarcinome pulmonaire A549 (48 heures de traitement dans le milieu Eagle's 
modifié par Dulbecco (DMEM) sans sérum fœtal bovin (FBS), 100-200 !lM d'acroléine 
(Hoshino et al., 2001); 6 heures de traitement dans le tampon salin de Dulbecco (DBS) ou 
dans le milieu FI2K/O,05% de FBS avec respectivement 5-50 J.LM d'acroléine et 100 J.LM 
d'acroléine (Thompson et Burcham, 2008b); 2 heures de traitement dans le milieu essentiel 
minimum a. (a.-MEM) avec 10% de FBS, 1-27 J.LM d'acroléine (Roy et al., 2009), les 
macrophages alvéolaires humains (24 heures de traitement dans le milieu 199 avec 10% FBS, 
25 j.LM d'acroléine) (Li et al., 1997), les cellules humaines endothéliales de la veine 
ombilicale (HUVEC) (3 heures de traitement dans le milieu MCDB 131 sans FBS, 10-25 J.LM 
d'acroléine) (Misonou et al., 2006), les kératinocytes humains (24 heures de traitement dans 
le milieu Humedia KG2 sans facteurs de croissance, 50 J.LM d'acroléine) (Takeuchi et al., 
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2001) ainsi que dans les cellules ovariennes de hamster chinois (CHO) (4 et 24 heures de 
traitement dans le milieu a-MEM avec 10% de FBS, 30-50 /lM d'acroléine) (Tanel et 
Averill-Bates, 2005). 
Toutefois, l'acroléine semble également avoir des effets d'inhibition sur le processus 
apoptotique et induit la mort par nécrose dans les neutrophiles humains (30 minutes de 
traitement dans le tampon Krebs-Ringer, 30 JlM d'acroléine, nécrose mesurée 16-24 heures 
après le traitement) (Finkelstein et al., 2005) et les cellules lymphoïdes proB (30 minutes de 
traitement dans Earle's balanced salt solution (EBSS), 10-40 JlM d'acroléine, nécrose 
mesurée 24 heures après le traitement) (Kern et Kehrer, 2002). L'induction de la mort par 
nécrose a été également observée dans les cellules de la lignée cancéreuse dérivée du 
phéochromocytome de la médullosurrénale d'un rat (PC12) (4 heures de traitement dans le 
tampon phosphate salin (PBS), 100 /lM d'acroléine) (Liu-Snyder et al., 2006) et les cellules 
humaines du tubule proximal (72 heures de traitement dans le milieu DMEMlHam's F12 sans 
sérum, 15-300 JlM d'acroléine) (Schwerdt et al., 2006) exposées à l'acroléine. 
De plus, dans le cas des cellules d'adénocarcinome pulmonaire A549 (Thompson et 
Burcham, 2008b), des neutrophiles humains (Finkelstein et al., 2005) et des cellules CHO, 
l'acroléine peut induire les deux types de mort cellulaire (apoptose et nécrose) 
dépendamment de la concentration. Dans le cas de chaque type cellulaire, les concentrations 
d'acroléine qui induisent l'apoptose sont inférieures à celles qui favorisent la nécrose. 
La variabilité de ces résultats peut être expliquée par le fait que chaque type cellulaire 
(cellules tumorales, cellules du système immunitaire, cellules primaires) est caractérisé par un 
niveau différent de facteurs biochimiques qui régulent la mort cellulaire (Tanel et Averill­
Bates, 2005). De plus, il est connu que les cellules tumorales ont un taux de GSH plus élevé 
que les cellules normales (Kehrer et Biswal, 2000). Ainsi, cette présence accrue de GSH peut 
protéger les cellules tumorales contre les effets toxiques de l'acroléine. Un autre facteur qui 
contribue à la variabilité des résultats présentés est la durée du traitement ainsi que la 
présence des substances nucléophiles dans le milieu de traitement. En effet, il est connu que 
l'acroléine réagit avec les protéines contenues dans le sérum. Ceci diminue la concentration 
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d'acroléine qui est susceptible de réagir avec les constituants cellulaires (Tanel et Averill­
Bates, 2005; Thompson et Burcham, 200Sb). 
L'acroléine peut induire la mort apoptotique en activant la voie du récepteur de mort 
ainsi que la voie mitochondriale (Tanel et Averill-Bates, 2005, 2007a; Roy et al., 2009). 
Toutefois, des concentrations plus élevées d'acroléine causent une destruction massive de la 
structure et de la fonction cellulaire (Kern et Kehrer, 2002). Dans ce cas, l'acroléine induit la 
nécrose en inhibant l'activité des caspases (Finkelstein et al., 2001; Kem et Kehrer, 2002). 
Ces enzymes sont des protéases à cystéine qui sont impliquées dans la transduction du signal 
apoptotique ainsi que dans J'exécution de ce type de mort cellulaire. Vu que les caspases 
contiennent des groupements thiols, dans leur site actif, elles peuvent être inhibées par le 
stress oxydatif ou suite à une alkylation associés à l'acroléine. Ainsi, l'inhibition des caspases, 
par l'acroléine, peut favoriser la mort nécrotique (Finkelstein et al., 2001; Kem et Kehrer, 
2002; Stevens et Maier, 200S; Tanel et Averill-Bates, 2005). L'acroléine semble également 
favoriser la nécrose en perturbant la synthèse de l'ATP au niveau de la mitochondrie. Stevens 
et Maier (200S) ont identifié des adduits d'acroléine avec les protéines ATP synthétase et 
translocase de nucléotides adényliques (ANT) au niveau de la mitochondrie. 
Ainsi, dépendamment du type cellulaire, de la concentration, et de la nature du 
traitement, J'acroléine induit la mort par apoptose ou par nécrose. L'induction de la mort 
cellulaire, par l'acroléine, dans plusieurs types cellulaires peut contribuer au développement 
de plusieurs conditions pathologiques. 
1.2 Apoptose 
1.2.1 Introduction 
Au cours de l'évolution, plusieurs mécanismes de mort cellulaire se sont mis en place 
afin de mieux assurer la survie et le bien-être de l'organisme. La mort cellulaire programmée 
est un processus physiologique actif essentiel pour maintenir l'équilibre sain d'un tissu en 
éliminant les cellules endommagées ou en excès. Ainsi, ce type de mort cellulaire est 
impliqué dans le développement embryonnaire et dans le développement du système nerveux 
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central et immunitaire. Ce processus normal requiert un très haut niveau de régulation et 
nécessite la participation de plusieurs gènes et de protéines. D'ailleurs, une dérégulation de ce 
mécanisme physiologique conduit à plusieurs pathologies. L'absence de la mort cellulaire 
programmée peut contribuer au développement d'un cancer alors que son excès est impliqué 
dans les maladies neurodégénératives et auto-immunes ainsi que dans le syndrome 
d'immunodéficience acquise (SIDA). Il existe plusieurs types de mort cellulaire programmée, 
qui se distinguent par des caractéristiques morphologiques et biochimiques (Kroemer et al., 
2008), dont l'apoptose qui constitue la principale voie d'élimination des cellules de 
l'organisme. 
Le terme apoptose a été introduit par Kerr en 1972 pour désigner un type de mort 
cellulaire qui est distinct de la nécrose (Kerr et al., 1972; Kroemer et al., 2008). Au cours de 
l'apoptose, tout d'abord, la cellule s'isole en perdant son contact avec les autres cellules du 
tissu. Ensuite, le cytoplasme se condense causant ainsi une importante diminution du volume 
cellulaire. La condensation se produit également au niveau du noyau où se produit en même 
temps le clivage de l'ADN en fragments réguliers. L'étape suivante est le bourgeonnement de 
la membrane cellulaire suivie de la fragmentation de la cellule en vésicules renfermant une 
partie du cytoplasme cellulaire, appelés corps apoptotiques. Finalement, ces vésicules 
apoptotiques sont dégradées par les cellules avoisinantes (phagocytes). L'intégrité de la 
membrane cellulaire, au cours de l'apoptose, permet d'éviter un déversement nocif du 
contenu cellulaire qui est susceptible d'endommager les cellules environnantes (Degterev et 
al. 2003 ; Elmore, 2007; Fini< et Cookson, 2005). Plusieurs molécules sont responsables de ce 
phénomène et de la transduction du signal apoptotique qui peut être principalement induit par 
trois voies: la voie extrinsèque ou la voie de récepteur de mort, et deux voies intrinsèques qui 
impliquent chacune la mitochondrie et le RE. 
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1.2.2 Voies de signalisation de l'apoptose 
1.2.2.1 Voie des récepteurs de mort 
La voie du récepteur de mort peut être déclenchée suite à la liaison d'un ligand pro­
apoptotique au niveau de son récepteur membranaire (Ashkenazi et Dixit, 1998). Les ligands 
pro-apoptotiques ou de mort sont des glycoprotéines membranaires de type Il qui appartient à 
la famille de facteur de nécrose tumorale (TNF). Cette famille comprend plusieurs membres 
dont le TNF-a, le ligand Fas (TNFSF6, FasL, ligand CD95, Apo-1L) et l'apoptosis ligand 
2/tumor necrosis factor related apoptosis-inducing ligand (Apo2L/TRAIL). Dans les 
conditions physiologiques, ces ligands sont présents sous deux formes: liés à la membrane 
ou sous leur forme soluble suite à leur clivage protéolytique par des métalloprotéinases 
spécifiques (Chaigne-Delalande et al., 2008; Kavurma et al., 2008). Les récepteurs de mort 
des ligands de la famille de récepteurs du facteur de nécrose tumorale (TNFR), de leur côté, 
sont des protéines membranaires de type 1. Parmi les récepteurs de mort contenus dans cette 
famille citons, le TNF-R1, le récepteur Fas (TNFRSF6, Apo-1, CD95), le récepteur de mort 
(DR) 4 (TNFRS10A, TRAIL-R1, APO-2), DR5 (TNFRSF10B, TRAfL-R2), DR3 et DR6. 
Ces récepteurs de mort sont caractérisés par un domaine extracellulaire riche en cystéine, qui 
est impliqué dans la liaison du ligand, un domaine transmembranaire et un death domain (DO) 
cytoplasmique qui est responsable de la transduction du signal de mort (Chaigne-Delalande et 
al., 2008; Wajant, 2003). 
La liaison d'un ligand de la famille de 1NF à un récepteur de la famille de TNF-R 
induit des changements conformationnels et cause ainsi l'activation du récepteur qui se 
traduit par une trimérisation de ce dernier suivie d'un recrutement de la protéine associée au 
domaine de mort Fas (FAOD) ou de la protéine associée au TNFR1 avec un domaine de mort 
(TRADD) via les interactions entre les domaines DD (Thomas et al., 2002; Valmiki et 
Ramos, 2008). La molécule FADO à son tour recrute, via les domaines effecteur de mort 
(OED), les procaspases 8 et 10 (Kischkel et al., 2000; Kischkel et al., 2001; Yang et al., 
2005). Le complexe protéique ainsi formé constitue le complexe inducteur de signal de mort 
(DISC) qui permet le regroupement de plusieurs procaspases 8 et 10. Ceci résulte en une 
dimérisation des procaspases 8 et 10 suivie d'une auto-protéolyse qui libère des caspases 
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actives au niveau du cytosoJ. Ces caspases initiatrices propagent ensuite le signal de mort en 
activant d'autres caspases effectrices 3, 6 et 7 qui assurent l'exécution de l'apoptose via la 
protéolyse de plusieurs molécules (Chaigne-Delalande et al., 2008; Valmiki et Ramos, 2008) 
(voir figure 1.8). 
Cette voie extrinsèque peut également amplifier le signal apoptotique en activant la 
voie intrinsèque de l'apoptose. Par exemple, dans les cellules caractérisées par la formation 
d'un faible nombres de complexes DISC, la caspase 8 active peut cliver et activer la protéine 
pro-apoptotique agoniste de mort interagissant par domaine BH3 (Bid) qui une fois tronquée 
est relocalisée au niveau de mitochondrie où elle participe dans les mécanismes responsables 
de la libération des molécules pro-apoptogènes (Barnhart et al., 2003). 
La famille TNF-R regroupe également quatre récepteurs de leurre (Decoy receptor 
(OcR) 1, DcR2, DcR3 et l'ostéoprotégrine) qui sont impliqués dans la régulation négative de 
la voie des récepteurs de mort. En effet, ces protéines sont caractérisées par l'absence du DD 
fonctionnel ce qui empêche la transduction du signal apoptotique suite à la liaison du ligand 
(Bhardwaj et Aggarwal, 2003). 
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Figure 1.8: Interaction entre la voie du récepteur de mort et la voie mitocbondriale. La voie de 
récepteur de mort est initiée par la liaison du ligand (par exemple FasL) au recepteur transmembranaire (Fas) 
qui aboutit à la formation du complexe DlSC, composé du récepteur de mort lié à un ligand, de la protéine 
adaptatrice FADO et de la procaspase 8 (ou 10). Le DlSC constitue une plate-forme qui permet le 
rapprochement et l'activation des caspases. La voie intrinsèque de l'apoptose est activée par des stimuli qui 
cause la perméabilisation de la membrane externe mitochondriale (OMM) suivie de la libération des 
molécules pro-apoptotiques au niveau du cytoplasme. Plusieurs de ces molécules sont impliquées ou 
favorisent l'activation des caspases dont le cytochrome (cyt c). Dans le cytosol, le cyt c se lie au facteur 
activateur de protéase apoptotique-l (Apaf-l) et en présence de desoxyadénosine triphosphate (dATP), il Ya 
la formation de l'apoptosome. L'apoptosome est une plate-forme qui permet l'activation de la procaspase 9. 
Par ailleurs la caspase 8, activée par la voie extrinsèque, peut cliver et activer Bid. Cette protéine joue un 
rôle dans la voie mitochondriale et constitue ainsi un point d'interaction entre les deux voies. Les caspases 
initiatrices activent ensuite les caspases effectrices de l'apoptose (traduit de Ow eL al., 2008). 
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1.2.2.2 Voie mitochondriale 
La mitochondrie est une organelle dynamique impliquée dans plusieurs processus 
physiologiques dont la production de l'énergie, l'oxydation des lipides, la génération des 
ROS, l'entreposage du calcium et elle joue un rôle central dans la régulation de l'apoptose 
(McBride et al., 2006; Pedersen, 1999). Plusieurs stress sont associés à l'induction de la voie 
mitochondriale de l'apoptose dont les stress chimiques et physiques (radiations LN, choc 
osmotique, hypoxie, choc thermique), la modulation de l'expression des proto-oncogènes 
(p53, c-Myc), la désintégration de la structure du cytosquelette, les dommages à l'ADN ainsi 
que la privation des facteurs de croissance (Klener et al., 2006). Tous ces facteurs 
déelenchent une signalisation qui converge vers une étape déterminante de l'induction de 
l'apoptose, la perméabilisation de la membrane mitochondriale externe (OMM). Cette perte 
d'intégrité de la perméabilité de l'OMM permet la libération des protéines pro-apoptotiques 
de l'espace inter-membranaire dans le cytosol ce qui déclenche l'activation des caspases et la 
mort apoptotique (Belizario et al., 2007; Smith et al., 2008) (voir figure 1.8). 
Les mécanismes responsables de la perméabilisation de l'OMM ne sont pas 
entièrement compris. Plusieurs études montrent que les protéines de la famille lymphome de 
cellules B de type 2 (Bcl-2) sont impliquées dans la régulation de ce phénomène soit 
directement en formant des pores au niveau de l'OMM ou indirectement en déclenchant la 
transition de perméabilité (Gogvadze et Zhivotovsky, 2007; Green et Kroemer, 2004; Smith 
et al., 2008). La famille de Bel-2 est constituée de trois groupes de protéines qui se 
distinguent par la présence des domaines d'homologie à Bcl-2 (BH): les protéines anti­
apoptotiques et les protéines pro-apoptotiques. Les protéines pro-apoptotiques regroupent les 
protéines aux domaines multiples (Bak, Bax, Bok) et les protéines à un seul domaine BH3 
(Bid, Bim, Bad, Bik et d'autres) (voir figure 1.9) (Chipuk et Green, 2008; Youle et Strasser, 
2008). Les protéines anti-apoptotiques, dont Bel-2, Bcl-2-like 2 (Bcl-w) et lymphome de 
cellules B extra long (Bel-XL), contiennent quatre domaines BH (BH1-BH4). Elles inhibent 
la perméabilisation de l'OMM en s'associant avec les protéines pro-apoptotiques 
antagoniste/tueur homologue à Bcl-2 (Bak) et protéine X associée à Bcl-2 (Bax). Au cours du 
processus apoptotique, ces protéines pro-apoptogènes Bax et Bak sont activées ce qui se 
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traduit par leur oligomérisation au niveau de l'OMM. Ceci conduit à la formation des pores 
protéolipidiques au niveau de l'OMM qui sont responsables de la perméabilisation de 
l'OM:M. L'activation des protéines pro-apoptogènes (Bak et Bax) aux domaines multiples est 
assurée par les protéines à un seul domaine BH3 (Bid, Bim, Bad). Ces protéines peuvent agir 
directement, en s'associant et activant les protéines pro-apoptogènes Bax et Bak (Bid et Bim), 
ou indirectement en inhibant les protéines anti-apoptotiques (Bad) (Bras et al., 2005; Chipuk 
et Green, 2008; Youle et Strasser, 2008). 
Protéines Bcl-2 anti-apoptotiques 
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Protéines Bcl-2 pro-apoptotiques
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Figure 1.9: Les protéines de la famille de Bcl-2 sont divisées en trois groupes 
fonctionnels qui diffèrent par leur composition en domaines d'homologie de BcI-2 (BH). 
Les membres anti-apoptotiques, qui regroupent les protéines Bcl-2, Bel-XL, Bel-w, Al et 
Mel-l, contiennent quatre domaines BH (BHI-BH4). Les protéines pro-apoptotiques aux 
domaines multiples (Bak, Bax et Bok) contiennent trois domaines BH (BHI-BH3). Les 
protéines à un seul domaine BH3 regroupement les protéines activatrices (Bid et Bim), qui 
activent directement les protéines pro-apoptotiques aux domaines multiples, et les protéines 
de-répresseurs (Bad, Bik, Bmf, bNlP3, Hrk, Noxa, Puma) qui activent indirectement les 
protéines pro-apoptotiques aux domaines multiples en inhibant les protéines anti­
apoptotiques. Les structures en hélice a ainsi que les régions contenues au niveau des 
domaines BH sont illustrés. Les domaines hydrophobiques transmembranaires présents au 
niveau de l'extrémité C-terminale, sont mis en évidence par l'analyse de la structure et sur les 
prédictions in silico et ne sont pas présents chez tous les membres. Traduit de (Chipuk et 
Green, 2008). 
Par ailleurs, les protéines pro-apoptotiques de la famille de Bel-2 peuvent provoquer 
la perte de l'intégrité de l'OMM en favorisant l'ouverture du pore de perméabilité transitoire 
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mitochondrial (PTP) (Bras et al., 2005; Jin et EI-Deiry, 2005). Le PTP est un complexe 
multimérique, composé d'un canal anionique voltage dépendant (VDAC : membrane externe), 
d'un récepteur périphérique des benzodiazépines (PBR), d'une cyclophiline D et de ANT 
(membrane interne). L'ouverture de ce complexe cause la dissipation du potentiel 
membranaire mitochondrial (~'i'Ul) et le gonflement osmotique de l'espace inter-membranaire 
aboutissant à la rupture de l'OMM (Green et Kroemer, 2004; Klener et al., 2006). Les études 
montrent que Bax et Bid peuvent induire l'ouverture du PTP en interagissant directement 
avec VDAC (Shimizu et al., 1999) et ANT (Bras et al., 2005; Marzo et al., 1998). Les 
protéines pro-apoptotiques de la famille de Bcl-2 peuvent également induire la mobilisation 
du calcium à partir du RE et déclencher ainsi l'ouverture du PTP de façon indirecte. En effet, 
le calcium libéré du RE s'accumule au niveau de la mitochondrie où il stimule la génération 
de ROS qui sont impliqués dans l'ouverture du PTP (Betz, 2007; Klener et al., 2006). Plus 
précisément, le calcium peut favoriser la production de ROS en stimulant l'activité de 
l'enzyme oxyde nitrique synthétase. Ainsi, une accumulation de l'oxyde nitrique au niveau 
de la mitochondrie inhibe la chaîne de transport des électrons (complexe IV) ce qui 
indirectement favorise la génération des ROS (Alderton et al., 2001; Feissner et al., 2009). 
D'un autre côté, la transition de perméabilité peut être inhibée par les membres anti­
apoptogènes de la famille de Bcl-2 (Shimizu et al., 1998; Tsujimoto et Shimizu, 2007). Par 
conséquent, le ratio entre les protéines anti et pro-apoptogènes de la famille de Bcl-2 
constitue un mécanisme qui contrôle la perméabilisation de l'OMM et l'apoptose. 
L'espace inter-membranaire mitochondriale contient plusieurs protéines apoptogènes 
qui sont libérées dans le cytosol suite à la perméabilisation de l'OMM et qui peuvent induire 
la voie apoptotique dépendante ou non des caspases (Jeong et Seol, 2008). L'induction de 
signalisation apoptotique dépendante des caspases est déclenchée par la libération, dans le 
cytosol, du cytochrome c (cyt c) qui participe normalement dans la chaille de transport des 
électrons. Dans le cytosol, le cyt c s'associe avec le facteur activateur de protéase 
apoptotique-1 (ApafI) ce qui permet l'hydrolyse du désoxyadénosine triphosphate (dATP) et 
induit ainsi des changements conformationnels qui déclenchent son oligomérisation en un 
heptamère ainsi que l'exposition de son caspase-recruitment domains (CARD) (Kim et al., 
2005; Riedl et Salvesen, 2007; Zou et al., 1999). Finalement, le recrutement de la procaspase 
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9, via les interactions entre les domaines CARD, complète la formation de l'apoptosome. Ce 
complexe protéique de haut poids moléculaire permet l'homodimérisation de la procaspase 9, 
une étape déterminante dans son activation, suivie de son auto-clivage (Bao et Shi, 2007; 
Boatright et al., 2003; Bras et al., 2005; Renatus et al., 2001; Riedl et Salvesen, 2007). La 
caspase 9 active continue la transduction du signal apoptotique en activant, par clivage 
protéolytique, les caspases effectrices 3 et 7 de l'apoptose. La cascade protéolytique est alors 
initiée et amplifie le signal apoptotique ce qui mène vers la mort apoptotique de la cellule 
(Bras et al., 2005; Chowdhury et al., 2008; Fan et al., 2005). 
Toutefois, l'activation des caspases 9 et 3 médiée par l'apoptosome peut être inhibée 
par les protéines inhibitrices de l'apoptose liée au chromosome X (XIAP) (Bratton et al., 
2001). Cette action est contrée par la protéine liante de l'lAP avec un dérivé de la 
mitochondrie activateur de caspase (Smac/DlABLO) et la protéine A2 haute température 
requise / endoprotéase régulée par le stress (Omi/HtrA2) qui sont également libérées de 
l'espace inter-membranaire suite à la perméabilisation de l'OMM. La protéine 
Smac/DlABLO s'associe aux protéines XlAP résultant ainsi en leur séquestration (Du et al., 
2000). La protéase Omi/HtrA2, quant à elle, prévient l'action des XIAP en induisant leur 
clivage protéolytique (Hegde et al., 2002). 
Parmi les protéines mitochondriales qui sont impliquées dans la voie apoptotique 
indépendante des caspases, il est possible de citer le facteur inducteur d'apoptose (AIF) et 
l'endonucléase G (EndoG). Suite à la perméabilisation de l'OMM, ces deux facteurs 
apoptogènes sont transloqués au niveau du noyau où ils induisent la dégradation de l'ADN 
(Bras et al., 2005; van Gurp et al., 2003). Plus précisément, la flavoprotéine AIF n'a pas 
d'activité nucléasique. Une fois libéré au niveau du cytosol, l'AIF s'associe avec 
l'endonucléase cyclophiline A. Le complexe est ensuite transloqué au niveau du noyau où il 
s'associe avec l'ADN initiant ainsi sa dégradation (Zhu et al., 2007; Cande et al., 2004; 
Krantic et al., 2007). 
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1.2.2.3 Voie du réticulum endoplasmique 
1.2.2.3.1 Stress du réticulum endoplasmique 
Le RE est une organelle intracellulaire des eucaryotes composée par un réseau 
membraneux continu, formé de citernes et de microtubules, qui s'étend de l'enveloppe 
nucléaire à la surface cellulaire (Voeltz et al., 2002). Ce compartiment cellulaire, à grande 
surface, est dynamique et est divisé en plusieurs domaines (RE granuleux, RE lisse et 
l'enveloppe nucléaire) qui sont caractérisés par une structure et fonction particulière (Vertel 
et al., 1992; Bamann et Waltz, 2001). De plus, ces domaines peuvent être transformés en une 
structure alternative afin de répondre à des signaux cellulaires (Borgese et al., 2006). Cette 
diversité dans la structure du réticulum endoplasmique permet à ce dernier d'assurer 
plusieurs fonctions vitales dont la synthèse des phospholipides et des stéroïdes ainsi que 
l'entreposage du calcium (Meldolesi et Pozzan, 1998). Cependant, le RE est reconnu 
principalement pour être un site de synthèse et de maturation des protéines de la membrane 
cytoplasmique, des organelles intracellulaires et des protéines secrétées. 
Lors de la traduction, un tiers des protéines sont transloquées au niveau du RE où 
elles subissent des modifications post-traductionnelles, sont repliées et assemblées en 
complexes protéiques avant d'être envoyées vers d'autres organelles, la membrane plasmique 
ou vers l'espace extracellulaire par la voie sécrétrice (Kaufmann, 1999). Ce processus de 
maturation protéique requiert plusieurs facteurs dont un environnement oxydant (formation 
des ponts disulfides), des concentrations adéquates en ATP et en calcium ainsi que la 
présence des protéines résidentes du RE (chaperonnes) (Gaut et Hendershot, 1993). Plus 
précisément, ces protéines chaperonnes s'associent, via les régions hydrophobes, aux 
protéines à conformation anormale ou en cours de synthèse afin de stabiliser leurs 
conformations énergétiquement instables et afin de prévenir leurs agrégations. Les protéines, 
qui n'ont pas subi le processus de maturation de façon adéquate, sont retenues au niveau du 
RE et éventuellement transportées au niveau du cytosol où elles sont dégradées par le 
protéasome processus connu sous le nom de la dégradation associée au réticulum 
endoplasmique (ERAD) (Kaufman, 2002). 
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Dans certaines conditions cytotoxiques, telles qu'une perturbation de l'homéostasie 
calcique, de l'équilibre d'oxydoréduction ou de la glycosylation, une privation en nutriments, 
une hypoxie et une augmentation de l'expression des protéines sécrétrices, il y a une 
perturbation du processus de repliement des protéines et ainsi une accumulation et agrégation 
des protéines à conformation anormale au niveau du RE. Dans ces conditions, les cellules 
sont en situation de stress du RE (Yanjun et Hendershot, 2002). L'agrégation des protéines 
est toxique pour les cellules et elle est associée à plusieurs conditions pathologiques telles 
que l'ischémie, les maladies neurodégénératives et le diabète (Szegezdi et al., 2006). Dans le 
but de limiter les dommages associés au stress du RE, les cellules sont en mesure de réagir en 
déclenchant la signalisation unfolded protein response (UPR). Cette réponse a pour but de 
rétablir la fonction physiologique du RE en augmentant les capacités cellulaires de 
repliement des protéines. Toutefois, lorsque le stress du RE est trop intense ou de trop longue 
durée, la réponse UPR entrâme la mort cellulaire par apoptose (Faitova et al., 2006) (voir 
figures 1.10 et 1.11). 
1.2.2.3.2 Réponse UPR et survie cellulaire 
La réponse UPR permet de limiter l'accumulation des protéines à conformation 
anormale au niveau du RE. Les conséquences de cette réponse sont l'inhibition de la synthèse 
protéique ainsi que l'activation de l'expression des protéines chaperonnes du RE, des 
protéines impliquées dans la voie sécrétrice et des protéines associées au système de 
dégradation ERAD (Faitova et al., 2006; Schroder et Kaufman, 2005; Yoshida, 2007a). La 
réponse UPR est essentielle dans certaines conditions physiologiques normales telles que la 
différenciation des plasmocytes et la régulation de la sécrétion de l'insuline dans les cellules 
pancréatiques ~ (Faitova et al., 2006; Iwakoshi et al., 2003; Scheuner et al., 2001). Par 
conséquent, une perturbation de cette signalisation est à l'origine de plusieurs conditions 
pathologiques dont les maladies neurodégénératives, le diabète, l'athérosclérose et plusieurs 
autres (revu par Yoshida, 2007a). Chez les mammifères, la réponse UPR est traduite par trois 
récepteurs transmembranaires situés au niveau du RE: la protéine PKR-like ER kinase 
(PERK), l'activating transcriptionfactor 6 (ATF6) et l'endonucléase inositol requis 1 (IREl). 
Dans les conditions normales, ces trois protéines sont maintenues à l'état inactif via leur 
association avec la protéine chaperonne du RE immunoglobulin heavy chain-binding protein 
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(Bip). Lors d'un stress du RE, l'accumulation des protéines mal conformées, dans la lumière 
du RE, entraîne la dissociation de Bip de ces trois molécules, ce qui active la transduction du 
signal UPR (voir figure LlO) (Kohno, 2007; Schroder, 2006). 
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Figure 1.10: La signalisation UPR. Le stress du RE induit la signalisation UPR qui est médiée par 
trois protéines du RE: PKR-like ER kinase (pERK), activating transcription factor 6 (ATF6) et 
inositol requis 1 (IRE1). L'activation de PERK induit la phosphorylation de eukaryotic translation 
initiation factor 2a (eIF2a) ce qui cause l'inhibition de la traduction des protéines. Par ailleurs, le 
stress du RE permet la reJocalisation de la protéine ATF-6 de 90kDa (p90 ATF-6) au niveau de 
l'appareil de Golgi, où elle est clivée par les site-l protéase (SP-l) et site-2 protéase (SP-2) pour 
générer un facteur de transcription actif de SOkDa (pSO ATF-6). De plus, l'activité 
endoribonucléasique de l'IRE-l actif catalyse l'excision d'un intron située au niveau de l'ARNm du 
gène codant pour la X-box binding protein 1 (XBP 1). Cet épissage change la phase de lecture de 
traduction et permet ainsi la synthèse d'un facteur de transcription actif. Les facteurs de transcriptions 
pSO ATF-6 et XBP-l actifs sont transloqués dans le noyau où ils se lient au niveau du ER stress 
response element (ERSE) et du unfolded protein response efement (UPRE) et activent la transcription 
des gènes codant pour les protéines chaperonnes du RE et pour les facteurs impliqués dans la 
dégradation des protéines à conformation anormale par le système de dégradation associé au RE 
(ERAD). Traduit et modifé de (Kltamura, 2008). 
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Figure 1.11 : L'induction de l'apoptose par un stress fort et prolongé du RE. L'activation de la 
voie PERK/eIF2a favorise la synthèse du facteur de transcription ATF-4. Ce facteur de transcription se 
lie au niveau du amino acid response element (AARE) et induit l'expression de la protéine pro­
apoptotique CIEBP protéine homologue (CHOP). Les voies d'ATF-6 et d'IRE-l peuvent également 
induire l'expression de CHOP en activant l'ERSE. Durant le stress du RE, le calcium peut être libéré 
du RE, via les canaux BaklBax. La mobilisation du calcium au niveau du cytosol peut résulter en une 
activation des calpaüles qui, à leur tour, peuvent activer, par clivage protéolytique, la caspase 12 (ou 4) 
située au niveau du RE. L'activation de la caspase 12 (ou 4) peut également résulter de son interaction 
avec lRE-i et le facteur associé au TNFR (TRAF2). Une fois active, la caspase 12 propage le signal 
apoptotique en activant d'autres caspases effectrices de l'apoptose. Par ailleurs, l'interaction entre 
lRE-1 et TRAF2 permet le recrutement et l'activation de apoptosis signal-regulaled kinase (ASK-l) 
suivie de l'activation de c-Jun NHrlerminal kinase (JNK) qui est impliquée dans plusieurs voies pro­
apoptotiques. Traduit et modifié de (Kitamura, 2008). 
La kinase PERK est une protéine transmembranaire de type 1 qui possède un domaine 
N-terminal sensible aux protéines à conformation anormale, situé dans la lumière du RE, et 
un domaine cytoplasmique C-terminal à activité Ser/Thr kinase. Durant le stress du RE, la 
dissociation de Bip du domaine situé dans la lumière du RE, ainsi que la présence des 
protéines mal conformées permet l'activation de PERK via son oligomérisation suivie de son 
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autophosphorylation en trans (Bertolotti et al., 2000; Kohno, 2007). Une fois active, la kinase 
PERK phosphoryle le résidu Ser51 de la sous-unité a du eukaryotic translation initiation 
factor 2a (eIF2a) (Harding et al., 1999). Cette phosphorylation inhibe le facteur échangeur de 
nucléotides de guanine (eIF2B) qui recycle la fonne inactive de eIF2-GDP en sa forme active 
eIF2-GTP. Ainsi, le faible taux de eIF2 actif empêche la formation du complexe d'initiation 
de la traduction ce qui atténue la synthèse des protéines et réduit l'apport supplémentaire des 
protéines dans le RE (Harding et al., 1999; Ron et Walter, 2007). Toutefois, la traduction de 
certaines protéines peut être favorisée dans ces conditions de stress. C'est le cas, du 
activation transcription factor 4 (ATF4) dont la synthèse augmente suite à l'activation de la 
voie PERK/eIF2a. L'ARNm de ATF4 contient plusieurs séquences inhibitrices upstream 
open reading frame (uORf), dans la partie 5' non traduite, qui empêchent la traduction de 
l'open reading frame (ORf) principal de ATF4 dans les cellules normales. Dans les 
conditions de stress, le taux de eIF2a actif est faible ce qui permet aux ribosomes d'atteindre 
l'ORf principal de ATF4 et d'initier la traduction de ce facteur de transcription (Harding et 
al., 2000; Ron et Walter, 2007; Vattem et Wek, 2004; Yoshida, 2007a). Le facteur de 
transcription ATF4 favorise la survie cellulaire en activant la transcription des gènes 
impliqués dans le métabolisme des acides aminés, la réponse antioxydante, la réponse au 
stress ainsi que dans la sécrétion des protéines (Harding et al., 2003). Toutefois, l'ATF4 
semble également jouer un rôle pro-apoptotique en induisant l'expression de la protéine 
C/EBP protéine homologue (CHOP) (Ma et al., 2002). 
La deuxième voie qui est activée suite à l'accumulation des protéines mal repliées au 
niveau de la lumière du RE est celle qui implique le facteur de transcription ATF6 (voir 
figure 1.10). Ce facteur de transcription, exprimé sous forme de deux isomères ATF6a et 
ATF6~ de distribution ubiquitaire, est une protéine transmembranaire de type Il caractérisée 
par un domaine luminal C-terminal, sensible aux protéines mal conformées, et une portion 
cytoplasmique N-terminale contenant un domaine de liaison à l'ADN de type glissière à 
leucine basic-leucine zipper (bZIP) et un domaine d'activation transcriptionnelle (Bailey et 
O'Hare, 2007; Haze et al., 2001; Haze et al., 1999; Ron et Walter, 2007; Yoshida, 2007a). 
Durant le stress du RE, la dissociation de Bip de la protéine ATF6 permet l'exposition de 
deux signaux de localisation au niveau du Golgi permettant ainsi sa migration du RE vers 
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l'appareil de Golgi par le transport vésiculaire (Chen et al., 2002; Shen et al., 2002). Au 
niveau du compartiment de Golgi, l'ATF6 subit un double clivage protéolytique par les site-l 
protéase (S 1P) et site-2 protéase (S2P) qui libère la portion cytoplasmique d'ATF6 de SOkDa, 
pSO ATF6 (Chen et al., 2002; Haze et al., 2001; Haze et al., 1999). Cette protéine tronquée 
est ensuite relocalisée au niveau du noyau où elle se lie au niveau des séquences ER stress 
response element (ERSE) et active la transcription des gènes cibles dont les protéines 
chaperonnes du RE telles que Bip, glucose regulated protein 94 (Grp 94), calreticuline, la 
protéine disulfide isomérase (PD!) ainsi que le facteur de transcription X box-binding protein 
1 (XBPl) (Okada et al., 2002; Wang et al., 2000; Yoshida et al., 1998). Par conséquent, 
l'activation d'ATF6 permet de rétablir l'homéostasie du RE en augmentant la capacité de 
repliement des protéines au niveau de ce compartiment. 
L'IRE1 constitue la troisième protéine qUi capte le stress du RE. Chez les 
mammifères cette protéine est exprimée sous forme de deux isoformes IRE1a, qui est 
exprimé dans plusieurs tissus, et IRE 1~ dont l'expression est restreinte au niveau des cellules 
épithéliales du système digestive (Tirasophon et al., 1998; Urano et al., 2000a; Wang et al., 
1998). L'IREI est, comme PERK, une protéine transmembranaire de type 1 contenant une 
région N-terminale sensible aux protéines mal repliées, située dans la lumière du RE, et une 
région cytoplasmique C-terminale contenant un domaine à activité Serrrhr kinase et un 
domaine à activité endoribonucléase (Cox et al., 1993; Mori et al., 1993; Ron et Hubbard, 
2008). La dissociation de Bip ainsi que la présence des protéines à conformation anormale, 
dans les conditions de stress du RE, entraînent J'activation d'IREI via son oligomérisation 
suivie de son autophosphorylation en trans. Par un mécanisme encore mal compris, cette 
autophosphorylation du domaine à activité kinase d'IREl permet l'expression de son activité 
endoribonucléasique qui est responsable de l'épissage de l'ARNm codant pour le facteur de 
transcription XBP 1 (Lee et al., 2008; Ron et Hubbard, 2008; Tirasophon et al., 1998). Dans 
l'ARNm non épissé de XBPl, le domaine de liaison à l'ADN ainsi que le domaine 
d'activation de la transcription sont codés dans deux ORf différents et la protéine traduite à 
partir de cet ARNm contient seulement le domaine de liaison à l'ADN et est incapable 
d'activer la transcription (Yoshida, 2007b; Yoshida et al., 2001). Lors d'un stress du RE, 
l'épissage non conventionnel de l'ARNm de XBP 1, par IRE1 actif, entraîne une excision 
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d'un intron de 26 nucléotides qui relie les deux ORF permettant ainsi la synthèse d'un XBP1 
actif contenant les domaines fonctionnels (Yoshida, 2007b; Yoshida et al., 2003). La protéine 
XBP1 active est un facteur de transcription à domaine bZIP qui se lie sur des séquences 
ERSE et unfolded protein response element (UPRE) et active la transcription des gènes cibles 
dont les protéines du système ERAD (EDEM, HRD1, Derlin-2 et Derlin-3) (ada et al., 2006), 
les protéines chaperonnes du RE (Bip, Grp 58 et PDI-P5) (Lee et al., 2003) et les protéines 
associée à la voie sécrétrice (SEC23B, SEC24C, SRP54 et TRAM1) (Shaffer et al., 2004; 
Yoshida, 2007b). Cette activation transcriptionnelle permet de rétablir l'homéostasie du RE 
en augmentant les capacités de repliement des protéines ainsi que de dégradation des 
protéines dénaturées au niveau du RE. De plus, les études plus récentes indiquent que 
l'endonucléase IRE1 joue également un rôle dans l'atténuation de la synthèse des protéines 
en clivant les ARNm destinés au RE ainsi que la sous-unité 28S du ribosome (Hollien et 
Weissman, 2006; Iwawaki et al., 2001). 
En conclusion, la réponse UPR, traduite par l'activation des trois molécules sensibles 
au stress du RE, PERK, ATF6 et IRE1, induit une inhibition de la synthèse des protéines et 
augmente la capacité cellulaire de repliement des protéines ainsi que l'élimination des 
protéines mal repliées afin de protéger le RE et permettre ainsi la survie des cellules dans les 
conditions de stress. Toutefois, lorsque le stress est prolongé ou sévère, la réponse UPR n'est 
pas en mesure de rétablir l'homéostasie du RE et peut aboutir à la mort cellulaire par 
apoptose dans le but de protéger l'organisme (voir figure 1.11) (Boyce et Yuan, 2006; Lai et 
al., 2007; Schroder, 2006; Szegezdi et al., 2006). 
1.2.2.3.3 Réponse UPR et apoptose 
Lorsque les mécanismes de survie de la réponse UPR sont incapables de prendre en 
charge l'excès de protéines mal repliées dans le RE, les trois branches de la signalisation 
UPR contribuent à l'induction de l'apoptose. Plusieurs mécanismes de transmission des 
signaux apoptotiques induits par le stress du RE ont été proposés incluant l'induction du 
facteur de transcription CHOP, l'activation de la kinase c-Jun NHrterminal kinase (JNK), la 
libération du calcium à partir du RE ainsi que l'activation des protéases (voir figure 1.11) 
(Lai et al., 2007; Szegezdi et al., 2006; Yoshida, 2007a). 
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Le facteur de transcription CHOP, membre de la famille des facteurs de transcription 
CCAAT/enhancer binding proteins (CIEBP), est composé de deux domaines fonctionnels: un 
domaine d'activation de la transcription N-terminal et un domaine de liaison à l'ADN bZIP 
C-terminal (Oyadomari et Mori, 2004; Ron et Habener, 1992). La protéine CHOP, via les 
interactions avec les domaines bZIP, forme des hétérodimères avec les autres membres de la 
famille C/EBP ce qui supprime leur liaison sur les sites CIEBP au niveau de l'ADN et 
favorise la liaison aux sites alternatives pour l'activation de la transcription des gènes cibles 
(Oyadomari et Mori, 2004). Les cellules normales sont caractérisées par une faible 
expression ubiquitaire de la protéine CHOP. Dans les conditions de stress du RE, les trois 
facteurs de transcription, activés durant la réponse UPR, induisent la transcription du gène 
codant pour la protéine CHOP en se liant sur des séquences amino acid response element 
(AARE) (ATF4) et ERSE (ATF6 et XBPl) de son promoteur (Harding et al., 2000; Lai et al., 
2007; Ma et al., 2002; Okada et al., 2002). Le rôle de CHOP dans l'induction de l'apoptose 
reste encore à élucider, toutefois il est connu que ce facteur de transcription régule à la hausse 
plusieurs gènes cibles impliqués dans l'apoptose dont arrêt de croissance et dommage à 
l'ADN 34 (GADD34), ER oxydoreductine 1 (EROl) (Marciniak et al., 2004), DRS 
(Yamaguchi et Wang, 2004), Bim (Puthalakath et al., 2007) et l'anhydrase carbonique VI 
(Sok et al., 1999; Yoshida, 2007a). Par ailleurs, le caractère pro-apoptotique de la protéine 
CHOP peut être associé à sa capacité à réguler à la baisse l'expression des protéines anti­
apoptotiques de la famille de Bcl-2 et d'augmenter la génération des ROS dans les cellules 
via la déplétion du glutathion (Lai et al., 2007; McCullough et al., 2001; Yamaguchi et Wang, 
2004). 
Une autre voie apoptotique, induite par le stress du RE, implique J'activation de la 
Ser/Thr kinase JNK. Durant le stress du RE, la protéine adaptatrice facteur 2 associé au 
TNFR (TRAF2) se lie au domaine cytoplasmique d'IREI actif et recrute la protéine 
apoptosis signal-regulated kinase 1 (ASKl). Dans les conditions normales, la kinase ASKI 
est maintenue à l'état inactif via son association avec la Trx. Dans les conditions de stress, 
l'oxydation de Trx libère ASKI qui est transloquée au niveau du RE où elle interagit avec 
TRAF2 (Matsuzawa et al., 2002). La formation du complexe de haut poids moléculaire 
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lREl/TRAF2/ASK1 permet l'activation de la Ser/Thr kinase ASK1 qui à son tour déclenche 
l'activation de la protéine kinase activée par mitogènes (MAPK) JNK (Matsuzawa et al., 
2002; Nishitoh et al., 2002; Urano et al., 2000b). Plus précisément, la kinase ASK 1 est une 
MAP kinase kinase kinase (MAP3K) qui active, par phosphorylation, les MAP kinase kinase 
(MAP2K), MKK4 et 7, qui à leur tour phosphorylent et activent la MAPK, JNK 
(Dhanasekaran et Reddy, 2008; Takeda et al., 2008; Urano et al., 2000b). La transduction du 
signal apoptotique, par JNK, s'effectue au niveau du noyau ainsi que dans le cytosol. Au 
niveau du noyau, JNK active, par phosphorylation, le facteur de transcription c-Jun qui forme 
le complexe AP-1 et augmente ainsi l'expression de plusieurs gènes pro-apoptotiques dont 
TNF-a, Fas-L et Bak (Dhanasekaran et Reddy, 2008; Fan et Chambers, 2001). Également, 
JNK peut induire l'expression des gènes pro-apoptotiques en phosphorylant p53 et de p73. 
Ceci entraîne la stabilisation de ces facteurs de transcription qui sont impliqués dans 
l'induction de l'expression de plusieurs gènes pro-apoptotiques dont p53-upregulated 
modulator of apoptosis (PUMA) et Bax (Dhanasekaran et Reddy, 2008; Fuchs et al., 1998; 
Jones et al., 2007; Oleinik et al., 2007). Par ailleurs, la protéine JNK active module l'activité 
des protéines de la famille de Bcl-2 au niveau de la mitochondrie et du RE (Chauhan et al., 
2003; Kharbanda et al., 2000; Szegezdi et al., 2006). En effet, JNK inhibe la protéine anti­
apoptotique Bcl-2. Une fois phosphorylée, la protéine Bcl-2 n'est plus en mesure de lier et de 
séquestrer les protéines pro-apoptotiques BH3 (Yamamoto et al., 1999) ainsi que de réguler 
le flux calcique au niveau de la membrane du RE (Bassik et al., 2004). L'activation de JNK 
cible également l'activation des protéines pro-apoptotiques BH3 dont Bim, Bmf et Bad 
(Donovan et al., 2002; Lei et Davis, 2003). Une fois activées, ces protéines pro-apoptogènes 
peuvent promouvoir l'apoptose en activant d'autres protéines pro-apoptotiques Bak et Bax ou 
en inhibant les protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bel-XL (Dhanasekaran et Reddy, 2008; 
Lei et Davis, 2003). 
Par ailleurs, le stress du RE entraîne la libération du calcium à partir du RE. Cette 
mobilisation calcique est régulée par le ratio entre les protéines pro-apoptotiques de la famille 
de Bcl-2 (Bax, Bak, Bim, Bik, PUMA, NOXA), qui favorisent la libération du calcium à 
partir du RE (Mathai et al., 2005; Mileva, 1976; Shibue et al., 2006), et les membres anti­
apoptotiques (Bel-2 et Bel-XL) qui inhibent ce flux calcique (Hetz, 2007; Mileva, 1976). 
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Plusieurs signaux, induits par le stress du RE, causent l'activation transcriptionneIle ou post­
traductionnelle des protéines Bill qui s'accumulent au niveau de la membrane du RE. Ces 
protéines favorisent l'oligomérisation des protéines pro-apoptotiques aux domaines multiples 
Bax et Bal< qui forment des pores au niveau de la membrane du RE permettant ainsi la 
libération du calcium (Lai et al., 2007; Zong et al., 2003). Une fois dans le cytosol, ce cation 
divalent peut induire plusieurs événements pro-apoptotiques. En effet, l'entrée massive du 
Ca2 + au niveau de la mitochondrie induit l'ouverture du PTP suivie de la libération du cyt c et 
de l'activation de la caspase 9 (Bemardi, 1999; Xu et al., 2005). Une fois activée, cette 
caspase initiatrice active, par clivage protéolytique, d'autres caspases effectrices de 
l'apoptose (caspases 3 et 7). Également, le calcium propage le signal apoptotique en activant 
la calcineurine (protéine kinase/phosphatase dépendante du calcium) qui déphosphoryle et 
active Bad (Wang et al., 1999) et le facteur de transcription pro-apoptotique de la famille N­
FAT (Youn et al., 1999), l'oxyde nitrique synthétase qui induit le stress nitrosatif (Orrenius et 
al., 2003), l'endonucléase Ca2+ dépendante qui impliquée dans la dégradation de l'ADN, la 
phospholipase A2 et les calpaïnes (Orrenius et al., 2003; Xu et al., 2005). 
Les calpaïnes sont des protéases à cystéine de type papaïne dont l'activité est régulée 
par la concentration de calcium. Cette famille d'enzymes, codée par les gènes CAPN, 
comprends plusieurs isoformes tissus-spécifiques (n-calpaïne) et de deux formes de 
distribution ubiquitaire (Il-calpaïne et m-calpaïne) (Croall et Ersfeld, 2007; Demarchi et 
Schneider, 2007). Chaque isoforme est exprimé au niveau du cytosol sous forme de pro­
enzyme constituée d'une sous-unité catalytique de 80kOa, spécifique de chaque isoenzyme, 
et d'une sous-unité régulatrice de 30kOa (calpaïne 4), identique à tous les isoformes. Les 
calpaïnes sont impliquées dans les réactions inflammatoires, la nécrose ainsi que dans la 
transduction du signal apoptotique. L'activation des calpaïnes s'effectue suite à une 
augmentation de la concentration de Ca2+ cytosolique qui induit des changements 
conformationnels du zymogène aboutissant ainsi à sa dissociation. Les contraintes physiques 
ainsi relâchées permettent l'alignement adéquat du site actif nécessaire à l'activité 
enzymatique des calpaïnes. L'atténuation de l'activité des calpaïnes est observée lors d'une 
baisse du niveau de calcium ou suite à son interaction avec la calpastatine (protéine 
inhibitrice) (Baud et al. 2003 ; Pelletier et Vallette, 2001). Une fois activées, les calpa'lnes 
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participent dans l'apoptose en activant ou en inhibant, par clivage protéolytique, plusieurs 
substrats tels qu~ les protéines de la famille de Bcl-2 (Bel-XL, Bad et Bid), protéines de 
structure du cytosquelette (fodrine, actine, filamine et taline) et la poly-(ADP-ribose)­
polymérase (PARP) (Johnson, 2000; Orrenius et al. 2003). Les calpaïnes actives sont 
également transloquées au niveau de la membrane du RE où elles clivent et activent les 
caspases 12 (murine) et 4 (humaine) (Nakagawa et Yuan, 2000) ; Gupta, 2005 ; Rutkowski et 
Kaufman, 2004 ; Szegezdi et al. 2003). 
La caspase 12, localisée du côté cytoplasmique du RE, joue un rôle central dans la 
transduction du signal apoptotique induit par le stress du RE et une délétion de cette caspase 
initiatrice protège les cellules contre l'apoptose associée au stress du RE (Hitomi et al., 2004; 
Nakagawa et al., 2000). La caspase 12 fonctionnelle est exprimée chez les rongeurs toutefois 
sa présence chez l'humain reste controversée. En effet, la transcription du gène humain 
codant pour la procaspase 12 donne lieu, par épissage alternatif, à neuf ARNm qui 
contiennent des codons STOP prématurés et des mutations qui inhibent l'activité de la 
caspase 12 (Fischer et al., 2002). Les études d'alignement des séquences d'ADN montrent 
que la caspase 4 constitue un homologue humain de la caspase 12 des rongeurs et son 
implication dans l'apoptose induite par le stress du RE a été constatée dans plusieurs modèles 
cellulaires (Hitomi et al., 2004; Lopez-Anton et al., 2006; Yukioka et al., 2008). D'un autre 
côté, plusieurs études émettent l'hypothèse selon laquelle les codons STOP prématurés dans 
l'ARNm de la procaspase 12 humaine peuvent être évités par la machinerie de traduction 
cellulaire et produire ainsi une caspase 12 fonctionnelle. D'ailleurs, l'activation de la caspase 
12 a été rapportée dans plusieurs modèles cellulaires humains (Bitko et Barik, 2001; Rao et 
al., 2001; Szegezdi et al., 2003; Zhao et al., 2007). 
Le mécanisme d'activation de la caspase 12, durant le stress du RE, implique un 
clivage protéolytique qui permet d'éliminer le prodomaine CARD suivie d'un autoclivage qui 
sépare les deux sous-unités catalytiques (Roy et al., 2008). Mise à part le clivage par les 
calpaïnes, l'élimination du prodomaine peut être provoquée par la caspase 7. Durant Je stress 
du RE, cette enzyme protéolytique est recrutée au niveau de la membrane du RE où elle 
s'associe avec la procaspase 12 et la protéine Bip qui inhibe l'activité de la caspase 7 et la 
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libération de la caspase 12 au niveau du cytosoJ. Lorsque le signal de stress est intense, la 
caspase 7 interagit avec la caspase 12 et induit le clivage de son prodomaine favorisant ainsi 
une autoactivation subséquente (Rao et al., 2001; Rao et al., 2002; Reddy et al., 2003). Un 
autre mécanisme d'activation de la procaspase 12 implique la protéine adaptatrice TRAF2. 
Dans les conditions normales, TRAF2 est associée à la procaspase 12 ce qui empêche son 
activation. Lors d'un stress du RE, TRAF2 se dissocie de la procaspase 12 suite à son 
interaction avec la protéine IRE\. Ceci entraîne l'homodimérisation ou l'oligomérisation de 
la procaspase 12 favorisant ainsi son activation (Yoneda et al., 2001). En ce qui concerne la 
caspase 4, son activation implique une homodimérisation et un clivage qui séparent les 
différents domaines (Karki et al., 2007). Comme dans le cas de la caspase 12, la caspase 4 
peut être activée par les calpaYnes et son activité est atténuée par la protéine chaperonne Bip 
(Jiang et al., 2007; Oda et al., 2008). Une fois activées, les caspases 12 et 4 sont libérées au 
niveau du cytosol où elles activent, par clivage protéolytique, les caspases 9 et 3 induisant 
ainsi l'apoptose indépendante de la voie mitochondriale (Hitomi et al., 2004; Morishima et 
al., 2002; Yukioka et al., 2008). 
Des études récentes montrent que l'acroléine induit un stress du RE et déclenche la 
signalisation UPR dans les cellules HUVEC et dans les cellules Swiss 3T3 (fibroblastes 
embryonnaires de souris) (Hengstermann et Muller, 2007; Haberzettl el al., 2009). Toutefois, 
le rôle du stress du RE dans l'induction de l'apoptose par l'acroléine n'est pas encore compris. 
1.3 Présentation du projet 
1.3.1 Introduction 
L'acroléine est un aldéhyde a.,~-insaturé très toxique qui est omniprésent dans 
l'environnement. Les humains sont inévitablement exposés à ce composé toxique dans 
plusieurs situations. En industrie, l'acroléine est employée comme produit de départ dans 
plusieurs réactions chimiques (synthèse de l'acide acrylique, méthionine et de glutaraldéhyde) 
et comme herbicide aquatique. Par ailleurs, l'acroléine peut être générée lors de la 
combustion de la matière organique. Par conséquent, cet aldéhyde est présent dans les gaz 
d'échappement des véhicules, dans le smog et a été détecté en grandes quantités dans la 
51 
fumée de cigarette (Kehrer et Biswal, 2000; Stevens et Maier, 200S). L'acroléine est 
également présente dans les aliments et sa concentration peut être augmentée avec la cuisson 
et la friture de ces derniers. Dans notre corps, l'acroléine est produite lors de la peroxydation 
des lipides membranaires qui se déroule dans les conditions de stress oxydatif, ainsi qu'au 
niveau des sites inflammatoires (Anderson et al., 1997; Uchida et al., 1995a). Par conséquent, 
cette substance toxique est impliquée dans plusieurs conditions pathologiques, associées au 
stress oxydatif et à J'inflammation accrus, telles que les maladies pulmonaires, les maladies 
neurodégénératives, l'athérosclérose ainsi que l'insuffisance rénale (Leikauf et al., 2002; 
Suzuki et al., 1999; Uchida, 1999). Par ailleurs, l'acroléine constitue un de plusieurs 
métabolites du cyclophosphamide (agent anti-cancéreux) et peut être impliquée dans son 
action anti-cancéreuse ainsi que dans ses effets toxiques (Alarcon, 1976; Furlanut et 
Franceschi, 2003 ; Alarcon, 1976). L'omniprésence de l'acroléine dans l'environnement ainsi 
que le grand impact qu'exerce cette substance toxique sur la santé humaine explique la 
nécessité de comprendre ses mécanismes de toxicité. 
Suite à une inhalation, l'acroléine cause plusieurs lésions pathologiques associées aux 
maladies pulmonaires inflammatoires (asthme et MPOC) dont la destruction de l'épithélium 
des voies respiratoires (Leikauf et al., 2002). Il est connu que la fumée de cigarette constitue 
le premier facteur favorisant le développement de ces maladies respiratoires chroniques 
(Environnement Canada, 2007). L'acroléine est un constituant majeur de la fumée de 
cigarette (3 à 220 flglcigarette) et la littérature rapporte que cette substance toxique est 
impliquée dans plusieurs pathologies associées au tabagisme (Feng et al., 2006; Mercado et 
Jaimes, 2007; van der Toorn et al., 2007). Les études précédentes montrent que la toxicité de 
l'acroléine, au niveau de l'épithélium respiratoire, peut être attribuée à sa capacité d'induire 
la mort apoptotique des cellules pulmonaires (Borchers et al., 200S; Borchers et al., 2007; 
Nardini et al., 2002; Thompson et Burcham, 200Sb). Notre étude consiste à étudier les 
mécanismes cellulaires de l'apoptose induits par l'acroléine dans les cellules pulmonaires 
A549. 
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1.3.2 Modèle cellulaire 
Comme discuté plus haut, plusieurs types de cellules sont touchés par une exposition 
à l'acroléine. La génération de l'acroléine dans les conditions de stress oxydatif, peut causer 
des dommages aux cellules neuronales (LoPachin et al., 2007), cellules endothéliales (Go et 
al., 2007; Park et Taniguchi, 2008) ainsi qu'aux cellules glomérulaires du mésangium 
(Suzuki et Miyata, 1999 et Suzuki et al., 1999). Par ailleurs, le premier organe ciblé par une 
exposition à l'acroléine présente dans l'environnement est le poumon. Plus précisément, 
l'acroléine est connue pour avoir des effets toxiques sur les neutrophiles, les macrophages, 
les lymphocytes ainsi que les fibroblastes des voies respiratoires (Finkelstein et al., 2001; 
Finkelstein et al., 2005; Borchers et al., 2007; Camevali et al., 1998). L'acroléine est 
également responsable de la destruction de l'épithélium des voies respiratoires en causant la 
mort apoptotique des cellules épithéliales pulmonaires (Borchers et al., 2008; Borchers et al., 
2007; Nardini et al., 2002). Notre étude s'intéresse aux effets toxiques de l'acroléine sur les 
cellules pulmonaires épithéliales. 
Pour évaluer les mécanismes de toxicité associés à l'acroléine au niveau de 
l'épithélium respiratoire, nous avons choisi la lignée cellulaire A549. Cette lignée cellulaire a 
été développée en 1972 par Giard et collaborateurs à partir d'explants d'un carcinome 
pulmonaire trouvé chez un homme Caucasien âgé de 58 ans (Giard et al., 1973). Ces cellules 
présentent plusieurs caractéristiques morphologiques des cellules épithéliales alvéolaires de 
type Il dont les corps lamellaires (Foster et al., 1998; Lieber et al., 1976; Roggen et al., 2006). 
La lignée cellulaire A549 est largement utilisée dans l'évaluation des effets toxiques 
des polluants atmosphériques inhalés (Forbes et Ehrhardt, 2005) dont la poussière (Wilson et 
al., 2000), la fumée de cigarette (Kaushik et al., 2008) ainsi que les gaz d'échappement des 
véhicules (Danielsen et al., 2008). C'est une lignée qui est stable et qui est bien caractérisée 
et plusieurs données concernant les groupements thiols et l'expression des gènes sont 
disponibles (Kehrer et Biswal, 2000). 
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L'épithélium alvéolaire occupe plus de 90% de la surface totale des poumons et il 
regroupe les cellules épithéliales de type 1 et II (Yang et al., 2000). Les pneumocytes de type 
1 sont des cellules différenciées et ils recouvrent plus de 90% de la surface alvéolaire. Cela 
peut constituer un désavantage à l'utilisation des cellules A549 (type II) pour l'étude des 
mécanismes de toxicité. Toutefois, il est connu que les cellules épithéliales de type II sont les 
progénitures des cellules de type l, elles sont plus nombreuses et plus résistantes aux 
agressions et elles jouent un rôle dans plusieurs fonctions dont la synthèse et la sécrétion du 
surfactant, le métabolisme des xénobiotiques, la sécrétion des cytokines et des facteurs de 
croissance ainsi que la régénération de l'épithélium alvéolaire suite à une lésion. Les études 
de caractérisation des cellules A549 montrent que cette lignée a conservé ces fonctions 
biochimiques des cellules de type II (Bates et al., 2008; Foster et al., 1998; Geiser, 2003). 
Une autre limitation de notre modèle cellulaire est le fait que l'expression de certains gènes 
peut être modifiée dans la lignée cellulaire A549 par rapport aux cellules alvéolaires 
normales. C'est le cas de la métalloprotéinase 15 qui dégrade la matrice extracellulaire. Cela 
pourrait interférer dans le processus de transition des cellules de type II en cellules de type l 
in vitro (Roggen et al., 2006). 
Parmi d'autres modèles cellulaires utilisés pour les études de toxicité au niveau de 
l'épithélium pulmonaire citons les lignées cellulaires primaires des cellules normales 
épithéliales bronchiques humaines et des cellules normales épithéliales nasales. ln vitro, ces 
modèles cellulaires sont les plus proches des voies aériennes humaines. Toutefois, le manque 
de disponibilité des tissus ainsi que la grande variabilité entre les donneurs rend les études de 
toxicité dans ces cellules difficiles (Roggen et al., 2006). Il existe également des lignées 
cellulaires branchiales humaines immortalisées telles que les lignées transformées avec 
l'antigène grand T provenant du virus simien 40 (16HBE14o' et BEAS-2B) et la lignée 
dérivée d'un adénocarcinome bronchique Calu-3. Cependant, dans les études de toxicité, 
l'utilisation des cellules alvéolaires est plus pertinente que celle des cellules nasales et 
bronchiales à cause de la grande surface de l'épithélium alvéolaire et de la longue durée du 
processus d'élimination des substances toxiques (Roggen et al., 2006). 
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1.3.3 Objectifs spécifiques 
Les études précédentes suggèrent que l'acroléine induit l'apoptose dans plusieurs 
lignées cellulaires telles que les cellules épithéliales pulmonaire (HBE1) (Nardini et al., 
2002), les cellules d'adénocarcinome pulmonaire A549 (Hoshino et al., 2001; Thompson et 
Burcham, 2008a,b; Roy et al., 2009); les macrophages alvéolaires humains (Li et al., 1997), 
les cellules humaines endothéliales de la veine ombilicale (Misonou et al., 2006) ainsi que les 
kératinocytes humains (Takeuchi et al., 2001). À ce sujet, les études effectuées dans notre 
laboratoire montrent que l'acroléine induit l'apoptose en activant la voie mitochondriale 
(Tanel et Averill-Bates, 2005) et la voie du récepteur de mort Fas (Tanel et Averill-Bates, 
2007a) dans les cellules CHO. De plus, il est connu que l'apoptose induite par l'acroléine, 
dans les cellules CHO, implique l'activation des MAPK p38 et la kinase régulatrice de signal 
extracellulaire (ERK) (Tanel et Averill-Bates, 2007c). Récemment, les études de notre 
laboratoire ont également montré que l'acroléine induit l'apoptose dans les cellules 
d'adénocarcinome pulmonaire A549 en activant la voie mitochondriale et la voie de récepteur 
de mort (Roy et al., 2009). 
Par ailleurs, il est connu que l'acroléine perturbe l'état d'oxydoréduction de la cellule 
(déplétion de glutathion) et cause l'alkylation des résidus cystéines des protéines en altérant 
ainsi leurs structures et leurs fonctions. La disulfure isomérase est l'une des nombreuses 
enzymes modifiées par l'acroléine. Cette enzyme est impliquée dans la maturation des 
protéines au niveau du RE en catalysant la formation des ponts disulfures (Carbone et al., 
2005; Liu et Sok, 2004). Ceci interfère avec le processus normal de repliement des protéines 
et peut favoriser L'accumulation des protéines à conformation anormale au niveau du RE, une 
condition de stress du RE. D'ailleurs, récemment, les études de Bhatnagar et collègues ont 
montré que l'acroléine induit un stress du RE et déclenche la signalisation UPR qui est 
impliquée dans l'activation des cellules humaines endothéliales de la veine ombilicale 
(Haberzettl et al., 2009). De plus, Hengstermann et Muller (2007) ont déterminé que 
l'acroléine est en partie responsable du stress du RE induit par la fumée de cigarette dans les 
cellules Swiss 3T3 (Hengstermann et Muller, 2007). Toutefois, L'implication du stress du RE 
dans l'induction de l'apoptose par l'acroléine n'est pas connue. 
55 
La revue de la littérature permet d'émettre une hypothèse. Il est possible que 
l'apoptose induite par l'acroléine dans les cellules A549, en plus de la voie de récepteur de 
mort et de la voie mitochondriale, impliquerait la voie du RE. Par conséquent l'objectif 
principal de notre étude consiste à vérifier le mécanisme d'activation de l'apoptose par la 
voie du RE dans les cellules d'adénocarcinome pulmonaire A549 exposées à l'acroléine. Plus 
spécifiquement, dans le cadre de notre projet nous avons poursuivi les objectifs suivants: 
1.	 Déterminer si l'acroléine cause un stress du RE et déclenche la réponse 
UPR. 
2.	 Déterminer si le stress induit par l'acroléine est assez rigoureux pour 
provoquer l'apoptose par la voie du RE dans les cellules A549. 
3.	 Vérifier si J'apoptose induite par l'acroléine implique le calcium et si ce 
dernier est responsable de l'activation des calpaïnes. 
4.	 Étudier l'implication des caspases 12 et 4 associées au stress du RE dans 
l'apoptose induite par l'acroléine ainsi que déterminer le mécanisme 
d'activation de ces protéases. 
1.3.4 Approches expérimentales 
Tout d'abord, l'étude de l'induction de la mort cellulaire par l'acroléine dans les 
pneumocytes A549 a été effectuée. La condensation de la chromatine, une caractéristique 
morphologique de l'apoptose, a été observée par microscopie à fluorescence à l'aide du 
double marquage Hoechst 33258/Iodure de propidium (PI). L'étude de l'apoptose, induite par 
l'acroléine, a également été suivie en observant les changements biochimiques associés à ce 
type de mort cellulaire. Ainsi, la modification de la structure membranaire incluant 
l'extemalisation de la phosphatidylsérine (PS) a été analysée par cytométrie de flux suite au 
double marquage des cellules pulmonaires avec annexine VIPI. D'autres changements 
biochimiques associés à la phase d'exécution de l'apoptose ont également été étudiés, dont 
l'activation des caspases effectrices 3 et 7, par fluorimétrie à l'aide des substrats peptidiques 
couplé à un fluorochrome, ainsi que le clivage de leur substrat physiologique ICAD qui a été 
mis en évidence par immunobuvardage. 
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Ensuite, pour déterminer si l'acroléine induit la signalisation UPR nous avons étudié 
l'expression des protéines sensibles au stress du RE. Ainsi, l'induction de l'expression de la 
protéine chaperonne Bip et CHOP, la phosphorylation des protéines PERK et d'IRElu ainsi 
que le clivage de la protéine ATF6u ont été mises en évidence par immunobuvardage. 
Finalement, afin d'évaluer si le stress du RE induit par l'acroléine est assez rigoureux 
pour provoquer l'apoptose dans les cellules A549, nous avons étudié les différentes 
composantes de la voie du RE. Tout d'abord, la mobilisation du calcium libre a été suivie par 
cytométrie de flux à l'aide de la sonde fluo-3-AM. Ensuite, ('activation des enzymes 
associées à la voie du RE dont les calpaïnes, ainsi que les caspases 12 et 4 a été étudiée par 
fluorimétrie et par immunobuvardage en observant le clivage de ces enzymes et de la 
calpastatine, inhibiteur physiologique des calpames. De plus, le mécanisme d'activation des 
calpaïnes et des caspases 12 et 4, associées à la voie du RE, ont été mis en évidence à l'aide 
du chélateur de calcium BAPTA-AM ainsi que de l'inhibiteur des calpaïnes. Comme dernière 
étape, pour confirmer l'implication du calcium, des calpaïnes, de la caspase 12 et 4 dans 
l'apoptose induite par l'acroléine, des inhibiteurs de ces enzymes ont été employés dans 
l'étude de la condensation de la chromatine. 
Ainsi, l'acroléine, en interférant avec le processus normal de repliement des protéines, 
pourrait causer un stress du RE qui éventuellement conduira à l'apoptose par la voie du RE. 
Plus précisément, l'apoptose induite par l'acroléine pourrait être la conséquence de 
l'activation des trois protéines (PERK, IRE1u, ATF6u) impliquées dans la réponse UPR suite 
à l'induction du facteur de transcription pro-apoptogène CHOP. Par ail.leurs, l'induction du 
stress du RE devrait se traduire en un flux calcique qui causera l'activation des calpaïnes et 
des caspases 12 et 4. Ces caspases propageront le signal apoptotique en activant d'autres 
caspases effectrices de l'apoptose. Par conséquent, une inhibition de l'apoptose induite par 
l'acroléine est attendue par le chélateur de calcium BAPTA-AM ainsi que les inhibiteurs des 
calpaïnes, et des caspases 12 et 4. 
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Cette étude pennettra d'éclaircir davantage les mécanismes cellulaires impliqués 
dans la réponse cellulaire suite à une exposition d'acroléine qui est un polluant 
environnemental et un électrophile endogène. De plus, nos résultats pourraient être utiles 
dans l'évaluation des mécanismes impliqués dans le développement de plusieurs conditions 
pathologiques associées à l'acroléine plus spécifiquement les lésions de l'épithélium 
respiratoire causées par l'inhalation de la fumée de cigarette. Étant donné que l'être humain 
est inévitablement exposé à l'acroléine et que cet aldéhyde toxique est impliqué dans 
plusieurs conditions pathologiques, il est important de poursuivre la recherche sur les 
mécanismes de toxicité induite par l'acroléine. 
CHAPITRE II MATÉRIEL ET MÉTHODES
 
2.1 Culture cellulaire 
Les cellules A549 (American Type Culture Collection (ATCC) no CCL-185) ont été 
cultivées en monocouche dans le milieu DMEM (Invitrogen Canada, Burlington, ON, 
Canada) contenant 10% de FBS (lnvitrogen Canada) et 1% de pénicilline (50 U/ml)­
streptomycine (50 !.tg/ml) (Flow Laboratories, Mississauga, ON, Canada). La culture 
cellulaire a été effectuée dans les flacons de culture (Sarstedt, St Laurent, QC, Canada), dans 
une atmosphère humidifiée à 5% de CO2, à 37 oC. Afin de maintenir un pH adéquat et un 
apport en nutriments, le milieu de culture a été changé 24 heures avant l'expérience. Pour les 
études expérimentales, les cellules confluentes (trois à quatre jours de culture) ont été lavées 
avec du tampon salin de phosphate (PBS) et décollées à l'aide de la trypsine (0,5 
mg/ml)IEDTA (0,2 mg/ml). Ensuite, les cellules ont été lavées par centrifugation (1000 x g, 3 
minutes) et ont été resuspendues dans le milieu a-MEM contenant 10% de FBS pour les 
analyses. Les cellules des passages 3 à 10 (après la décongélation des vials reçu de l'ATCC) 
ont été utilisées pour les expériences. 
2.2 Traitement des cellules A549 avec l'acroléine 
Étant donné que J'acroléine est très électrophile, elle est caractérisée par une 
importante réactivité avec les nucléophiles du milieu de culture (Thompson et Burcham, 
2008b). Les études précédentes montrent que l'acroléine réagit avec les constituants du 
milieu DMEM (Grafstrom, 1990; Horton et al., 1999). Pour ces raisons, pour le traitement 
nous avons choisi le milieu a-MEM qui semble moins interagir avec l'acroléine (Tanel et 
Averill-Bates, 2005). De plus, le traitement de l'acroléine est dépendant de la densité 
cellulaire (Horton et al., 1997). Aflll de maintenir une densité constante, la suspension 
cellulaire a été ajustée à une concentration de 1 x ] 06 de cellules/ml et les cellules ont ensuite 
été exposées à différentes concentrations d'acroléine (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, États­
Unis) (0-200 ~) durant 30 minutes, 2 et 4 heures à 37 oC. Un autre point à considérer est la 
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volatilité de l'acroléine. Dans nos expériences, le traitement d'acroléine a été effectué dans 
les tubes hermétiquement fermés ce qui évite l'échappement d'acroléine. Ainsi, afin de 
maintenir la densité cellulaire constante et d'éviter l'échappement d'acroléine, nous avons 
effectué le traitement avec des cellules A549 en suspension. Nous n'avons pas mesuré la 
demi-vie d'acroléine dans notre milieu de traitement. Toutefois, Zhang et Forman (2008) 
suggèrent que dans le milieu Ham's FI2 contenant des hormones et des facteurs de 
croissance, la demi-vie d'acroléine est de cinq minutes à la température de la pièce. Par 
conséquent, les véritables concentrations d'acroléine auxquelles les cellules ont été 
continuellement exposées sont probablement inférieures aux concentrations indiquées (Zhang 
et Forman, 2008). 
En raison de la grande réactivité de l'acroléine, il est difficile de mesurer la 
concentration de ce toxique dans les fluides physiologiques humains. En mesurant les résidus 
lysines modifiés par l'acroléine, Uchida et collaborateurs (1999) ont estimé que l'acroléine 
peut atteindre une concentration de 50 ~ dans le sérum d'un sujet sain (Satoh et al., 1999). 
En employant la même méthode, Igarashi et collègues (2003) ont mesuré une concentration 
de 180!lM de l'acroléine conjuguée aux protéines dans le sérum des patients souffrant 
d'insuffisance rénale (Sakata et al., 2003). Les concentrations d'acroléine présentes dans les 
fluides respiratoires humains ne sont pas connues. Toutefois, plusieurs chercheurs ont émis 
des hypothèses. Par exemple, Cross et collègues (1995) suggèrent que les concentrations 
d'acroléine peuvent atteindre 80 J..lM dans les fluides respiratoires humains après la 
solubilisation complète de la fumée provenant d'une seule cigarette. Cette estimation est 
basée sur un modèle qui suppose que chaque cigarette contient 0,8 !lmol de l'acroléine 
(Eiserich et al., 1995). Toutefois, la concentration d'acroléine peut être plus élevée chez les 
fumeurs chroniques suite à son accumulation au niveau des fluides alvéolaires (Hoshino et al., 
2001; Berry et al., 2008). Par conséquent, les concentrations employées dans notre étude (0­
200 ~) sont pertinentes pour une étude de toxicité de l'acroléine qui est une composante 
majeure retrouvée dans la fumée de cigarette. 
Pour étudier le rôle du calcium, des calpaïnes, de la caspase 12 et 4 dans la 
transduction du signal apoptotique induit par l'acroléine, les cellules ont été respectivement 
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pré-exposées durant 1 heure, au chélateur de calcium (1,2-Bis(2-aminophenoxy)ethane­
N,N,N',N'-tetraacetic acid tetrakis(acetoxymethyl ester) (BAPTA-AM)) (50 !-LM), à 
l'inhibiteur des calpaÜ1es (A6185) (20 /lM) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, États-Unis), de la 
caspase 12 (Z-Ala-Thr-Ala-Asp(OME)-fluoromethyl ketone (Z-ATAD-FMK)) (10 !-LM) ainsi 
que de la caspase 4 (Z-Leu-Glu(Ome)-Val-Asp(OME)-fluoromthyl ketone (Z-LEVD-FMK)) 
(20 /lM) (BioVision, Mountain view, CA, États-Unis) avant d'être traitées avec l'acroléine. 
Nous avons choisi nos concentrations des inhibiteurs en consultant les études précédentes. 
Averill-Bates et collègues (2008) ont employé des concentrations de 50 /lM de BAPTA-AM, 
pour cbélater le calcium, et de 20 /lM de l'inhibiteur A6185 pour inhiber les calpaïnes dans 
leur étude de l'implication des caspases dans l'apoptose induite par le tert­
butylhydroperoxyde dans les hépatocytes de rat (Haidara et al., 2008; Grondin et al., 2007). 
Une concentration de 10 /lM de l'inhibiteur Z-ATAD-FMK a été utilisée par Kenney et 
chercheurs (2008) pour inhiber l'activité de la caspase 12 dans les cellules endothéliales 
humaines (Luthra et al., 2008) et 20 j..lM de l'inhibiteur Z-LEVD-FMK inhibe l'activité de la 
caspase 4 dans les cellules HeLa (Bettaieb et Averill-Bates, 2009). Les études des activités 
enzymatiques ont été effectuées afin de s'assurer que les concentrations d'inhibiteurs 
employés dans notre étude inhibent les enzymes en questions. 
2.3	 Étude morphologique de l'apoptose par le marquage avec le Hoechst 33258 en 
microscopie à fluorescence 
La condensation de la chromatine est une caractéristique morphologique des cellules 
apoptotiques (Kroemer et al., 2008) et elle est mise en évidence dans cette analyse à l'aide du 
Hoechst 33258 soit le 2V-(4-hydroxyphenyl]-5-(4-methyl-piperazinyl]-2,5V-bi-l H­
benzimidazole (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, États-Unis). Les cellules A549 ont été 
incubées en présence des différentes concentrations d'acroléine variant de 0 à 200 /lM, dans 
le milieu a-MEM contenant 10% FBS, durant 2 et 4 heures, à 37 oc. Dans les cas indiqués, 
les cellules ont été pré-incubées avec le BAPTA-AM, l'inhibiteur des calpaïnes A6185, de la 
caspase 12 (A-ATAD-FMK) ou de la caspase 4 (Z-LEVD-FMK) durant 1 heure. 
L'incubation avec l'acroléine est arrêtée par une centrifugation (1000 x g, trois minutes). Les 
cellules ont été lavées deux fois avec du PBS et ont été incubées avec 1 mg/ml de Hoechst 
33258 durant 15 minutes, à 37 oC. Le Hoechst 33258 est un colorant fluorescent, perméable 
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aux cellules, qui émet une fluorescence verte-bleue et qui marque les noyaux en se liant aux 
bases adénine-thymine situées dans le petit sillon de l'ADN (Allen et al., 1997; Kiechle et 
Zhang, 2002). Une fois l'incubation terminée, les cellules ont été de nouveau lavées deux fois 
avec du PBS et de l'iodure de propidium (PI) (50 Ilglml) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, 
États-Unis) a été ajouté pour marquer les cel1ules en nécrose. L'iodure de propidium est un 
autre colorant fluorescent, imperméable aux cellules vivantes, qui s'intercale dans l'ADN et 
qui émet une fluorescence rouge. Les cellules ont été ensuite observées par microscopie à 
fluorescence (model IM, Carl Zeiss Canada Ltd, St. Laurent, QC, Canada) et les images ainsi 
obtenues ont été analysées à l'aide du logiciel Northern Eclipse (Empix Imaging, Mississauga, 
ON, Canada). Les cellules ont été classées en trois groupes suivantes: (1) cellules viables qui 
sont caractérisées par une structure nucléaire organisée et une chromatine verte-bleue pâle 
(marquées avec Hoechst); (2) cellules apoptotiques avec une membrane intègre, caractérisées 
par une chromatine condensée ou fragmentée de couleur verte-bleue intense (marquées avec 
Hoechst); (3) les cellules nécrotiques qui ont perdue l'intégrité membranaire, caractérisée par 
des noyaux rouges volumineux ayant une structure normale (marquées avec PI). Pour chaque 
échantillon, au moins 300 cellules ont été comptées. Les pourcentages des cellules en 
apoptose et en nécrose ont été évalués par rapport au nombre total de cellules (Bettaieb et 
Averill-Bates, 2005; Haidara et al., 2008; Lee et Shacter, 1997). 
2.4	 Détection de l'apoptose par marquage à l'annexine V-FITC en cytométrie de 
flux 
Le début de la phase exécutrice de l'apoptose est caractérisé par la redistribution et 
l'exposition de la phosphatidylsérine (PS) à la surface cellulaire (Blankenberg, 2008). Dans 
les cellules normales, il y a une distribution asymétrique des phospholipides entre les deux 
feuillets de la membrane plasmique. La PS est maintenue dans le feuillet interne de la 
membrane plasmique par l'action d'une enzyme ATP-dépendante, l'aminophospholipide 
translocase. Les changements biochimiques qui se produisent au cours de l'apoptose dont 
l'augmentation des ions de calcium dans la cellule, causent l'inactivation de la translocase et 
activent l'enzyme scramblase qui favorise l'externalisation de la PS. Ces modifications de la 
surface cellulaire sont impliquées dans la reconnaissance des cellules apoptotiques par les 
phagocytes (Fadok et al., 1998; Schlegel et Williamson, 2007). Ainsi, il est possible de 
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marquer les cellules apoptotiques avec l'annexine Y, couplé à un fluorochrome fluorescéine 
isothiocyanate (FITC) (fluorescence verte) qui a une grande affmité pour la PS (Blankenberg, 
2008). 
La détection de la mort cellulaire à l'aide du marquage à l'annexine Y-FITC a été 
effectuée selon le protocole de van Engeland et collaborateurs (1998). Les cellules A549 (1 x 
106) ont été exposées à l'acroléine (0-200 flM) durant 2 heures dans le milieu a-MEM 
contenant 10% FBS. Ensuite, les cellules ont été lavées deux fois avec du PBS et 
resuspendues dans 1 ml de tampon 4-(2-hydroxyethyl}-1-piperazineethanesuljonic acid 
(HEPES)/NaOH à 100 mM à pH 7,4 contenant 140 mM de NaCI et 2,5 mM de CaCh. Un 
volume de 100 III de la suspension cellulaire a été ensuite incubé avec 5 fll d'annexine Y­
FITC (BD Biosciences Canada, Mississauga, ON, Canada) et du PI (0,01 mg/ml) durant 15 
minutes à la température de la pièce et à l'obscurité. La suspension cellulaire a été ensuite 
diluée pour obtenir un volume final de 500 fll et 10 000 cellules ont été analysées à l'aide 
d'un cytomètre de flux (FACScan® Plus, Becton Dickinson, San José, États-Unis) équipé 
d'une source d'excitation, composée d'un laser argon (100 mW) RPC (lLT, Salt Lake City, 
États-Unis), refroidi à l'air, émettant à 488 nm. Quatre paramètres ont été analysés 
simultanément: 2 fluorescences recueillies à 90° (annexine Y-FITC (FU) et PI (FU)) et 2 
diffusions de lumière (petits et grands angles). Pour l'analyse de la fluorescence verte 
(annexine Y-FITC), un filtre "long pass" de 515 nm et un filtre "short pass" de 560 nm ont 
été utilisés. Pour l'analyse de la fluorescence rouge (PI) un filtre "long pass" de 610 nm a été 
employé. La mesure de la diffusion de la lumière aux petits angles (Forward Scatter) et aux 
grands angles (Side Scatter), défmissant des critères de taille et de granulométrie des 
particules, a pennis de reconnaître et d'éliminer les débris. Pour chaque échantillon, quatre 
populations de cellules ont été distinguées: (1) cellules vivantes situées dans le quadrant 
inférieur gauche (annexine Y-/Pr) ; (2) cellules en apoptose au stade précoce situées dans le 
quadrant inférieur droit (annexine Y+/Pr) ; (3) cellules apoptotiques au stade tardif situées 
dans le quadrant supérieur droit (annexine Y+/pt) ; (4) cellules nécrotiques situées dans le 
quadrant supérieur gauche (annexine Y/Pt). L'analyse des données a été effectuée avec le 
logiciel Cell Quest (BD Biosciences, San Jose, CA, Etats-Unis). Les pourcentages associés 
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aux cellules apoptotiques regroupent les populations de cellules en apoptose précoce et 
tardive. 
2.5 Étude de l'activité enzymatique des caspases et des calpaïnes par fluorimétrie 
L'activité des enzymes a été suivie grâce à la fluorescence émise par un 
fluorochrome qui est libéré suite au clivage des substrats peptidiques par chaque enzyme. 
L'intensité de cette fluorescence, qui a été quantifiée par un spectromètre à fluorescence, est 
proportionneJie à l'activité des enzymes. Les cellules A549 (1 x 106) ont été incubées en 
présence des différentes concentrations d'acroléine (0 à 200 IlM), dans le milieu a.-MEM 
contenant 10% FBS, durant 2 heures, à 37 oc. Dans les cas indiqués, les cellules ont été pré­
incubées avec le BAPTA-AM ou l'inhibiteur des calpaïnes durant 1 heure. Une fois 
l'incubation terminée, les cellules ont été lavées deux fois avec du PBS et resuspendues dans 
75 III de tampon de réaction contenant 20 mM de piperazine-N-N-bis-(2-ethanesuljonic acid 
(PIPES), 100 mM de NaCI, ]0 mM de dithiotréitol (DTT), 1 mM de ethylene diamine 
tetraacetic acid (EDTA), 0.1 % de 3-(3-cholamidopropyl-dimethylammonio)-2-hydroxy-l­
propane suljonic acid (CHAPS) et 10% de sucrose à pH 7.2. Les cellules ont été lysées à -80 
oC durant 30 minutes et les lysats ont été incubés, à 37 oC, en présence de 25 III des substrats 
de chaque enzyme (50 IlM). L'activité des calpaïnes et des caspases 3, 7, 12 et 4 a été 
respectivement mesurée par le clivage des substrats Suc-Ly -7-amino-4-méthylcoumarin 
(Suc-LY-AMC), Acétyl (Ac)-DEVD-AMC, ((7-méthoxycoumarin-4-yl)acétyl (MCA))­
VDQVDGWK(2,4-d in itrophény1 (DNP))-NH2, ATAD-7-amino-4-trifluorométhylcoumarin 
(ATAD-AFC) et Ac-LEVD-AFC (Calbiochem, La Jolla, CA, États-Unis). La libération des 
fluorochromes AMC et AFC ont été mesurées, durant 30 minutes, à l'aide d'un 
spectrofluorimètre Spectra Max Gemini (Molecular Deviees, Sunnyvale, CA, États-Unis) 
avec une longueur d'onde d'excitation (Â.excitation) de 400 nm et une longueur d'onde 
d'émission (Îcémission) de 505 nm dans le cas d'AMC et une Â.excitation de 380 nm et une 
"-émission de 460 nm dans le cas d'AFC. Dans le cas de la caspase 7, une Àexcitation de 325 
nm et une Îcémission de 395 nm ont été employées (Bettaieb et Averill-Bates, 2005; Hampton 
et Orrenius, ] 997; Stennicke et Salvesen, 1997). Les activités des enzymes ont été 
représentées par des unités cumulatives relatives de fluorescence qui ont été normalisées par 
rapport au contrôle (cellules non traitées). 
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Le substrat Suc-Ly -AMC est clivé par les ~ et m-calpaïnes avec des constantes de 
Michaélis (Km) respectivement de 4,74 et 2,21 mM (Sasaki et al., 1984). Ce substrat peut 
également être hydrolysé par l'enzyme végétale papaïne et par la protéase Ti d'Escherichia 
coli (Sasaki et al., 1984 et Woo et al., 1989). En ce qui concerne les caspases, ces enzymes 
reconnaissent quatre acides aminés consécutifs (P4-P3-P2-P1) au niveau de leurs substrats et 
hydrolysent la liaison peptidique du côté C-terminal du résidu Pl qui est généralement un 
résidu D. La nature des autres acides aminés du tétrapeptide définit la spécificité des 
différentes caspases (Nicholson, 1999). Ainsi, le tétrapeptide DEVD peut être hydrolysé par 
la caspase 3, 7, 1, 6 et 4. Toutefois, la séquence DEVD est plus sélective à la caspase 3 
comparé aux autres caspases. Voici les rapports de nombre de turnover (kcat)/Km pour 
l'hydrolyse du substrat Ac-DEVD-p-nitroanilide (pNA) : 218000 S·I pour la caspase 3, 37000 
S·l pour la caspase 7, 30000 S·l pour la caspase 1,2000 S·I pour la caspase 6 et 1800 S·l pour la 
caspase 4. Notons que le rapport kcatlKm est une mesure de la spécificité et de l'efficacité de 
l'enzyme (Talanian et al., 1997). Pour l'étude de l'activité de la caspase 7, le peptide MCA­
VDQVDGWK(DNP)-NH2 a été utilisé. Ce peptide est hydrolysé par la caspase 7 avec une 
Km de 125 ~M. Le clivage de ce peptide par d'autres protéases n'a pas été étudié. La 
séquence ATAD présente dans le substrat de caspase 12 correspond à la séquence située entre 
la grande et la petite sous-unité de la procaspase 12. Roy et collaborateurs (2008) ont montré 
que l'hydrolyse du substrat ATAD-AMC par la caspase 12 est caractérisée par une activité 
spécifique de 65,2 unités arbitraires de fluorescence·min-l·mg- 1 (Roy et al., 2008). L'étude de 
l'hydrolyse de l'ATAD-AfC par d'autres caspases n'a pas été rapportée dans la littérature. 
En ce qui concerne la caspase 4, parmi les différentes combinaisons tétrapeptidiques, c'est la 
séquence LEVD qui présente la plus grande affinité avec un kcatlKm de 3200 S·I. Cependant, 
ce peptide est également reconnu par les caspases 1 et 6 (Talanian et al., 1997). 
2.6 Étude de l'expression totale des protéines par immunobuvardage 
Après une exposition à l'acroléine (0-200 ~M) durant 30 minutes et 2 heures à 37 oC, 
les cellules A549 (10 x 106) ont été lavées avec du tampon A contenant 100 mM de sucrose, 1 
mM de ethylene glycol tetraacetic acid (EGTA), 20 mM de 3-(N-morpholino)-propane 
sulfonic acid (MOPS) à pH 7,4 (Samali et al., 1999) et lysées dans 500 ~I de tampon de lyse 
(modifié légèrement de Guay et al., 1997) contenant 20 mM de Tris-HCl à pH 7,4, 150 mM 
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de NaCI, 10% de glycérol, 80 mM de ~-glycérophosphate, 10 mM d'EGTA, 0,5 mM 
d'EDTA, 1 mM de Na3V04, 5 mM de N~P207, 50 mM de NaF, 2% de sodium dodécyl 
sulfate (SDS), 1% de Triton X-I00, 1 mM de DIT et 1% de cocktail d'inhibiteurs de 
protéases durant 1 heure, à 4 oC, en vortexant à chaque 15 minutes. Les débris et les cellules 
non lysées ont été éliminés par une centrifugation de 10 minutes à 14 OOOg, à 4 oC (Guay et 
al., 1997) et les concentrations des protéines contenues dans les surnageants ont été mesurées 
par la méthode de Bradford (Bradford, 1976). Les protéines (30 Ilg) ont été solubilisées dans 
du tampon d'échantillon (Laemmli, 1970), incubées à 100 oC durant 5 minutes et déposées 
sur un gel de polyacrylamide (10-15%) en présence de SDS. L'électrophorèse sur gel de 
polyacrylamide en présence de SDS a été effectuée selon la méthode de Laemmli (Laemmli, 
1970). La migration des protéines a été effectuée dans du tampon de migration, contenant 25 
mM de Tris base, 192 mM de glycine et 0,1% (p/v) de SDS, avec un voltage constant de 
125V durant 90 minutes. Les protéines ainsi séparées ont été transférées sur une membrane 
de polyvinylidene difluoride (PVDF) préalablement sensibilisée avec du méthanol. Le 
transfert de type humide a été effectué dans du tampon de transfert contenant 25 mM de Tris 
base, 192 mM de glycine et 20% (v/v) de méthanol durant 1 heure à 100V. Les membranes 
ont été bloquées avec du tampon Tris salin (contenant 50 mM de Tris et 150 mM de NaCl) 
contenant 0,1% de Tween 20 (TBS-T) et 5% de lait écrémé durant 1 heure à la température 
de la pièce. Après Je blocage, les membranes ont été lavées avec du TBS-T, quatre fois (15 
minutes), avant d'être exposées aux anticorps primaires contenus dans Je TBS-T contenant 
1% d'albumine sérique bovine (BSA) durant toute la nuit à 4 oC : anti-ICAD (l :1000), anti­
PERK (1 : 5000), anti-pPERK (1 : 5000), anti-ATF6CL (1 : 5000), anti-IRE1CL (1 : 5000), anti­
CHOP (1 : 1000), anti-calpastatine (1 : 10 000), anti-calpaïne-l (1 : 1000), anti-procaspase 12 
(1 :1000), anti-glyceraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase (GAPDH) (1 :10 000) (Santa 
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, Etats-Unis), anti-Bip (1 : 10 000) (BD Biosciences 
Canada, Mississauga, ON, Canada) et anti-pIREICL (1 : 5000) (Stressgen, San Diego, CA, 
États-Unis). L'excès des anticorps primaires a été éliminé par quatre lavages (15 minutes) 
avec du TBS-T et les membranes ont été ensuite incubées durant 1 heure avec une solution de 
TBS-T, contenant 5% de lait écrémé et les anticorps secondaires appropriés conjugués à la 
peroxydase de raifort (HRP) (1 :1000) : anti-IgG de lapin et anti-IgG de souris (Biosource, 
Camarillo, CA, États-Unis). L'excès des anticorps secondaires a été éliminé par quatre 
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lavages (15 minutes) avec du TBS-T. La détection des protéines a été effectuée par 
chimioluminescence à l'aide du kit ECL Plus (PerkinElmer, Boston, MA, États-Unis) et des 
films de haute performance (Fuji medical X-ray film, Düsserldorf, Allemagne). L'analyse des 
bandes a été réalisée à l'aide d'un densitomètre équipé d'un logiciel IP Lab gel (Molecular 
Dynamics, Sunnyvale, CA, États-Unis). Les valeurs ont été normalisées avec les densités de 
GAPDH et ont été exprimées par rapport au contrôle (cellules non traitées). 
2.7	 Détection du Ca2+ libre cytosolique par marquage au fluo-3 en cytométrie de 
flux 
La mesure du taux de calcium libre intracellulaire a été effectuée à l'aide de la sonde 
fluorescente fluo-3-acétoxyméthyl ester (fluo-3-AM) (Invitrogen, Carlsbad, CA, Etats-Unis) 
qui est un chélateur de calcium. La sonde fluo-3-AM est caractérisée par une 
autofluorescence faible (en absence de calcium) et lorsque liée au Ca2+ libre, elle émet de la 
fluorescence verte ("max = 526 nm). La sonde fluo-3-AM est perméable à toutes les 
membranes cellulaires mais elle n'a pas d'affinité pour le calcium. Une fois dans les cellules, 
le groupement AM de fluo-3-AM est hydrolysé par les estérases cellulaires et la sonde 
devient chargée et a une grande affinité pour Je calcium ionisé. Ainsi, la fluorescence de fluo­
3 est directement proportionnelle à la [Ca2+]i (intracellulaire) (Burchiel et al., 2000; Wheatly 
et al., 2001). Les cellules A549 (1 x 106) ont été incubées, en présence des différentes 
concentrations d'acroléine (0-200 IlM), durant 2 heures, à 37 oC, dans le milieu u-MEM 
contenant 10% de FBS. L'arrêt de l'incubation a été effectué par un lavage des cellules avec 
du milieu u-MEM sans sérum. Ensuite, les cellules ont été resuspendues dans le milieu u­
MEM sans sérum et exposées à la sonde fluorescente fluo-3-AM (4 !!M) durant 45 minutes à 
l'obscurité, à 37 oC. Les échantillons ont été conservés à l'obscurité à 37 oC jusqu'à 
l'analyse. Le niveau de calcium libre ou l'intensité de fluorescence de fluo-3 ont été mesurés 
par un cytomètre de flux, équipé d'un laser argon émettant à 488 om, à l'aide du détecteur 
FL-l (530 nm). Pour chaque échantillon, la fluorescence moyenne des 10000 cellules a été 
analysée avec le logiciel Cell Quest (BD Biosciences, San Jose, CA, Etats-Unis) et les 
valeurs ont été exprimées par rapport aux cellules contrôle non traitées avec l'acroléine 
(Foller et al., 2008). 
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2.8 Analyses statistiques 
Les expériences ont été effectuées plusieurs fois (un mlOlffium de trois cultures 
différentes). Les résultats ont été présentés avec moyennes et les écarts-moyens. Lorsque le 
nombre d'observations était de trois, les résultats ont été présentés avec les moyennes et les 
écarts types. Les statistiques ont été analysées en utilisant le programme SAS (SAS Institute 
Inc., Cary, NC, Etats-Unis). Lorsque le nombre d'observations a été élevé, l'analyse de 
variance a été effectuée (ANOVA) avec le test de Tukey. Ce test compare toutes les paires de 
moyennes et montre des différences avec un risque a. = 0,05. Cette analyse a été effectuée 
pour les tests de Hoechst 33258, l'étude de l'expression des protéines PERK, pPERK, [REla., 
pIRE1a. et calpastatine. Dans le cas de l'analyse de l'apoptose par marquage à l'annexine V, 
l'étude des activité enzymatiques des caspases 3, 7, 12 et 4 ainsi que des calpaïnes, l'étude de 
l'expression des protéines JCAD, ATF6a., Bip, CHOP et de la calpaïne ainsi que la mesure du 
calcium libre par cytométrie de flux, le test de Student a été utilisé pour déterminer si les 
valeurs des différents groupes étaient significativement différentes. Une valeur de P < 0,05 
(*) a été reconnue comme indiquant une différence significative lorsque comparé avec les 
cellules contrôle (0 /lM) et P < 0,05 (#) lorsque comparé avec les cellules non pré-incubées 
avec BAPTA-AM, A6185, Z-ATAD-FMK ou Z-LEVD-FMK pour les mêmes concentrations 
d'acroléine. 
CHAPITRE III RÉSULTATS EXPÉRIMENTAUX 
3.1 Préface 
Ce chapitre regroupe les résultats obtenus dans le cadre de mon programme de 
maîtrise en chimie (concentration en biochimie). J'ai effectué la plupart de ces expériences 
moi-même mais j'ai aussi reçu de l'aide de mes collègues Ahmed Bettaieb et Pragathi 
PaIJepati. Plus précisément, pour la figure 3.4 B, Pragathi Pallepati a effectué 
l'immunobuvardage sur les lysats de cellules préparés par moi. Les résultats présentés dans la 
figure 3.1 B et D ont été obtenus par Ahmed Bettaieb. De plus, pour les expériences 
présentées dans la figure 3.8, le traitement des ceIJu les a été réal isé par Ahmed Bettaieb et j'ai 
effectué le test de Hoechst 33258. 
3.2 Résultats 
3.2.1 L'acroléine induit l'apoptose dans les pneumocytes A549. 
Au cours de l'apoptose, les ceIJules subissent plusieurs changements morphologiques 
et biochimiques dont la condensation de la chromatine ainsi que le changement de la 
structure membranaire. Ces caractéristiques apoptotiques résultent en partie de l'activation 
des caspases (Saraste et Pulkki, 2000; Tait, 2008). Afrn d'évaluer le potentiel de l'acroléine à 
induire une réponse de type apoptotique, les pneumocytes A549 ont été exposés à différentes 
concentrations de cette substance toxique (0-200 flM) durant 2 ou 4 heures et les différentes 
caractéristiques de l'apoptose ont été ensuite mesurées. 
Tout d'abord, l'étude de la condensation de la chromatine a été réalisée par 
microscopie à fluorescence à l'aide d'un marquage au Hoechst 33258 et au PI. Les cellules 
normales, marquées avec le Hoechst 33258, sont caractérisées par une fluorescence bleue­
verte pâle, tandis que la chromatine des cellules apoptotiques est condensée et donc 
l'intensité de la fluorescence des noyaux marqués par le Hoechst 33258 est accrue. Les 
cellules nécrotiques, quant à eIJes, ont incorporé le PI et sont caractérisées par une 
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fluorescence rouge. Il est important de noter que les cellules au stade tardif de l'apoptose 
perdent leur intégrité membranaire et incorpore également le PI. Ces cellules sont 
caractérisées par une coloration rouge. La figure 3.1 (A-D) indique que l'acroléine induit la 
condensation de la chromatine des cellules A549. En effet, une exposition de 2 heures à 
l'acroléine (25-200 !lM) résulte en une augmentation du pourcentage des cellules 
apoptotiques (coloration bleue-verte intense) qui varie entre 20 et 27% comparativement à 
7% retrouvé dans le témoin. Dans ce cas, l'induction de la réponse apoptotique ne semble pas 
être concentration dépendante (figure 3.1e). Des taux d'apoptose plus importants ont été 
observés après un traitement de 4 heures avec l'acroléine (25-200 !lM) qui varient, 
dépendamment de la concentration du toxique, entre 17 et 48% comparativement à 4% en 
situation contrôle (figure 3.1 D). En ce qui concerne la nécrose, l'induction de ce type de mort 
cellulaire par l'acroléine, dans les cellules A549, est faible (moins de 12%) mise à part 
l'exposition de 4 heures à 200 !lM d'acroléine qui augmente le nombre de cellules 
nécrotiques à 18% par rapport aux cellules non traitées avec l'acroléine (figure 3.1C-D). 
Nous avons observé un taux d'apoptose plus important dans les cellules A549 exposées 4 
heures à l'acroléine. Toutefois, étant donné que nous nous intéressons aux mécanismes 
d'induction de l'apoptose, qui sont plus susceptibles d'être déclenchés plus tôt dans la 
cascade apoptotique, nous avons choisi un traitement de 2 heures pour nos études 
subséquentes. 
Ensuite, pour confirmer nos résultats, nous avons étudié \'extemalisation de la PS à 
l'aide de la cytométrie de flux suite à un marquage à l'annexine V-FITC. L'externalisation de 
la PS, qui est normalement présente dans le feuillet interne de la membrane plasmique, 
s'effectue vers le début de la phase d'exécution de l'apoptose (Martin et al., 1996). 
L'annexine V se fixe sur ce phospholipide anionique et permet ainsi de quantifier les cellules 
apoptotiques (positives à l'annexine V). Sur la figure 3.2 (A-D), il est possible de remarquer 
que l'acroléine (100-200 !lM) induit, après 2 heures, l'extemalisation de la PS dans les 
cellules pulmonaires A549. Les concentrations de 50 et de 75 flM d'acroléine ont seulement 
affectées légèrement l'externalisation de la PS alors que 100 et 200 flM d'acroléine ont eu un 
effet significatif sur l'externalisation de la PS. En effet, cette substance toxique cause une 
augmentation du taux des cellules apoptotiques (annexine V positives) qui passe de 12% 
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(contrôle) à respectivement 19, 23, 28 et 37% dans le cas de 50, 75, 100 et 200 ~ 
d'acroléine. Les pourcentages des cellules nécrotiques (PI positives) quant à eux, ne sont pas 
affectés par l'acroléine et restent inférieurs à 4%. Contrairement aux résultats obtenus avec le 
test de Hoechst 33258, l'analyse par cytométrie de flux indique que 25 f.!M d'acroléine ne 
déclenche aucune réponse apoptotique dans les pneumocytes A549. De plus, les pourcentages 
d'apoptose, obtenus par marquage avec l'annexine V, sont plus importants que ceux obtenus 
par marquage avec le Hoechst 33258 (200 f.!M: 37% avec l'annexine V comparativement à 
24% avec le Hoechst 33258). Il est important de noter que l'externalisation de la PS est un 
événement qui s'effectue au début de la phase d'exécution de l'apoptose alors que la 
condensation de la chromatine est observée à la fin de la phase d'exécution de ce type de 
mort cellulaire. Par ailleurs, l'analyse de l'apoptose par le marquage annexine V dépend du 
type cellulaire. En effet, il est connu que la P-glycoprotéine peut jouer le rôle d'une enzyme 
flippase et ainsi favoriser l'externalisation de la PS. Ceci peut affecter l'étude de l'apoptose 
dans les cellules qui surexpriment la P-glycoprotéine dont les cellules A549 (Wrzal et al., 
2008; Pohl et al., 2002; Romsicki et Sharom, 2001). Ainsi, ces différences observées sont 
probablement attribuées à la nature différente des critères étudiés d'où l'importance de 
confirmer les résultats par différentes méthodes. Parmi les méthodes disponibles pour étudier 
l'apoptose citons la détection du clivage enzymatique de l'ADN nucléaire à l'aide de 
l'électrophorèse en gel d'agarose ou à l'aide de la cytométrie de flux avec la technique Tdt­
mediated-dUTP nick end-Iabeling (TUNEL), l'étude des activités des caspases par la 
fluorimétrie, la cytométrie de flux ou l'immunobuvardage ainsi que l'étude de l'expression 
des protéines régulatrices de l'apoptose à l'aide de la cytométrie de flux ou de 
l'irnmunobuvardage (Elmore, 2007). 
En ce qui concerne les différences obtenues avec les deux méthodes entre les 
pourcentages des cellules nécrotiques, elles peuvent être expliquées par le fait que dans 
l'analyse par cytométrie de flux (annexine V) nous avons considéré les cellules annexine V et 
PI positives comme des cellules apoptotiques. Cependant en microscopie à fluorescence les 
cellules qui ont incorporé le PI sont caractérisées par une couleur orange-rouge et donc 
considéré comme nécrotiques. Cela peut expliquer L'écart des pourcentages de nécrose 
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observé. Il est important de souligner le fait que les deux méthodes ont détecté de faibles taux 
de cellules nécrotiques. 
Dans notre étude, afin de s'assurer que la mort cellulaire provoquée par l'acroléine 
est de nature apoptotique, l'activation des caspases effectrices 3 et 7 a été étudiée par 
fluorimétrie à l'aide des substrats synthétiques fluorescents. Les résultats ainsi obtenus 
(figure 3.3 (A et B)) mettent en évidence l'activité de la caspase 3 et 7 dans les cellules 
pulmonaires A549 après un traitement de 2 heures à l'acroléine (25-200 /lM). Plus 
précisément, l'acroléine n'a pas d'effet significatif sur l'activité de la caspase 3 qui augmente 
de 20 à 60% par rapport aux cellules non traitées à l'acroléine. Toutefois, l'acroléine induit 
une augmentation significative de l'activité de la caspase 7 qui est de 2,7 à 3,4 fois plus 
active dans les cellules traitées avec l'acroléine que dans les cellules témoin. 
L'activation des caspases effectrices de l'apoptose aboutit à la dégradation spécifique 
de plusieurs substrats qui sont impliqués dans la propagation et l'exécution de l'apoptose. 
Entre autres, ces protéases effectrices de l'apoptose sont responsables de l'activation des 
endonucléases. En effet, les caspases 3 et 7 clivent l'ICAD ce qui libère l'ADNase CAD qui 
est transloquée au niveau du noyau où elle participe à la fragmentation internucléosomique de 
l'ADN. Ainsi, l'activation de la caspase 7 a été confirmée en analysant, par 
immunobuvardage, le clivage de son substrat physiologique ICAD. Les résultats présentés 
dans la figure 3.3 (C) indiquent que l'expression d'ICAD diminue suite à un traitement de 2 
heures avec 75-200 /lM d'acroléine dans les cellules A549. Dans l'ensemble, les données 
présentées dans cette partie permettent d'affirmer que la mort cellulaire, induite par 
l'acroléine dans les cellules cancéreuses A549, est un processus apoptotique. L'étape 
suivante est d'étudier l'implication du RE dans l'apoptose induite par l'acroléine. 
3.2.2 L'acroléine induit la signalisation UPR dans les cellules A549. 
Étant donné que l'acroléine perturbe l'environnement adéquat au repliement 
protéique, il est possible que cette substance toxique cause un stress du RE et déclenche ainsi 
la réponse UPR. La signalisation UPR est une réponse adaptative qui tente de rétablir 
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l'homéostasie du RE. Cependant, lorsque le stress est trop intense ou de longue durée 
l'apoptose par la voie du RE est declenchée (Faitova et al., 2006). Dans notre étude nous 
nous sommes concentrés sur la transduction du signal apoptotique qui implique le RE par 
conséquent nous avons vérifié si l'acroléine cause un stress du RE en déclenchant la réponse 
UPR et si le stress causé par l'acroléine est assez rigoureux pour induire l'apoptose par la 
voie du RE. 
Le déclenchement de la réponse UPR est médié par trois molécules 
transmembranaires du RE: PERK, ATF6 et IREL L'activation de ces trois protéines 
sensibles au stress du RE, par l'acroléine, a été mise en évidence par irnrnunodétection de 
leurs formes actives (PERK et IREla) ou de la forme clivée d'ATF6a (figure 3.4). 
L'activation de PERK s'effectue via son oligomérisation suivie de son autophosphorylation. 
L'expression de la kinase PERK phosphorylée (pPERK) augmente de 60% dans les cellules 
exposées à 50 JlM d'acroléine durant 2 heures par rapport aux cellules contrôle (figure 3.4A). 
À 200 JlM d'acroléine, le taux de pPERK revient au niveau de base. Il est important de noter 
que le niveau d'expression totale de PERK reste stable dans ces conditions de traitement. 
Dans le cas de l'ATF6a, son activation se traduit par son clivage suivie de sa 
relocalisation au niveau du noyau où il active la transcription des gènes cibles. La figure 3.4B 
illustre ce clivage induit par l'acroléine, après 2 heures d'exposition, dans les cellules A549. 
Plus précisément, l'expression de la forme non active de l'ATF6a diminue de 13 à 59% dans 
les pneumocytes traités 2 heures avec l'acroléine (50-200 JlM) par rapport aux pneumocytes 
contrôles. 
L'acroléine (25-75 JlM) provoque également une augmentation de l'expression de la 
forme active phosphorylée d'IRE1a qui augmente de 1 à 1,9 fois dans les cellules traitées 
pendant 2 heures comparativement aux cellules contrôles (figure 3.4C). Comme dans le cas 
de PERK, le niveau de phosphorylation d'IREla revient au niveau de base à 200 JlM 
d'acroléine. L'expression totale d'IREla reste stable dans ces conditions de traitement. De 
tels résultats suggèrent que l'acroléine cause probablement un stress du RE qui se traduit par 
l'activation des trois branches de la réponse UPR. 
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L'activation des trois branches de la réponse UPR aboutit à l'augmentation de 
l'expression de plusieurs gènes qui favorisent le repliement des protéines et la dégradation 
des protéines à conformation anormale dans le but de rétablir l'homéostasie du RE. Dans ce 
cas, Bip est une des protéines chaperonnes qui sont induites dans les conditions de stress du 
RE. Nous avons d'abord étudié l'expression de cette protéine dans les cellules A549 
exposées pendant 2 heures aux différentes concentrations d'acroléine (25-200 /lM). La figure 
3.4D indique que dans ce cas, il n'y a pas d'induction de la protéine Bip par l'acroléine. Nous 
avons alors vérifié l'induction de la protéine Bip dans les cellules A549 traitées 30 minutes et 
1 heure (résultats non montré) avec l'acroléine. L'induction de Bip n'a pas été observée après 
un traitement de 1 heure et seulement une faible induction (non significative) a été observée 
après 30 minutes d'exposition à l'acroléine (25-100 /lM). Ainsi, un traitement de 2 heures à 
l'acroléine active les trois voies de la réponse UPR dans les pneumocytes A549 sans induire 
l'expression de Bip. Nous avons continué notre étude en évaluant l'implication du RE dans 
l'induction de l'apoptose induite par l'acroléine dans les cellules pulmonaires A549. 
3.2.3	 L'implication de la voie du RE dans la transduction du signal apoptotique dans 
les cellules A549. 
Un stress rigoureux ou prolongé du RE peut aboutir à l'apoptose par plusieurs voies 
dont ceBe qui implique l'induction de l'expression de CHOP. L'étude de l'expression de ce 
facteur de transcription par immunobuvardage dans les pneumocytes A549 montre que 
l'acroléine (100 /lM) induit d'environ 2 fois son expression (figure 3.4E). CHOP atténue 
l'expression des protéines anti-apoptotiques de la famiBe de Bc1-2 ce qui favorise l'apoptose. 
Un autre facteur qui est impliqué dans l'apoptose induite par la voie du RE est le 
calcium. Son homéostasie est perturbée durant le stress du RE qui se traduit par une 
augmentation de sa concentration libre intracellulaire suite à sa libération à partir du RE. Ce 
flux du calcium a été mis en évidence par cytométrie en flux à l'aide de la sonde fluo-3-AM. 
La figure 3.5 (A-B) montre que l'acroléine (75-200 ~) cause une augmentation de la 
concentration du calcium libre intracellulaire après 2 heures d'exposition dans les ceBules 
A549. Il est important de constater que pour les faibles concentrations d'acroléine (25-50 /lM) 
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le flux calcique n'a pas été détecté. Une fois dans le cytosol, le calcium joue son rôle pro­
apoptotique en activant les protéases calcium dépendantes, les calpaïnes. 
Dans les cellules nonnales, les calpaïnes sont maintenues sous leur forme inactive via 
leur association avec leur inhibiteur protéique la calpastatine. Durant l'apoptose, la 
calpastatine est clivée par les caspases ce qui libère les calpaïnes permettant ainsi leur 
activation. La figure 3.6A montre que J'acroléine (25-200 f.IM) induit le clivage de la 
calpastatine. Ce clivage de la calpastatine résulte en l'activation des calpaïnes tel que montré 
à la figure 3.6C. En effet, la figure 3.6C indique qu'une exposition de 2 heures à 25-200 f.IM 
d'acroléine augmente d'environ 50% l'activité des calpaïnes par rapport aux cellules 
contrôles. Il est important de noter que cette activité est dépendante du calcium puisque le 
ché1ateur BAPTA-AM inhibe l'activité des calpaïnes. Cette activité est également inhibée par 
l'inhibiteur des calpaïnes (voir figure 3.6C). Certaines études suggèrent que l'activation des 
calpaïnes implique une autolyse de leur sous-unité catalytique ce qui favorise leur 
translocation au niveau d'une membrane lipidique (Suzuki et al., 2004). Toutefois, dans 
certains modèles cellulaires, l'activation de calpames n'implique pas nécessairement leur 
autolyse (Grondin et al., 2007). Nous avons étudié le clivage de la sous-unité catalytique de 
calpaïne dans nos cellules. La figure 3.6B indique qu'après un traitement de 2 heures, 75 et 
100 f.IM d'acroléine induisent un faible clivage (non significatif) de la sous unité catalytique 
de calpaïne et un clivage plus important est observé à 200 ~M de l'acroléine. Ces résultats 
suggèrent que dans notre modèle cellulaire les calpaïnes peuvent être activées sans être 
clivées. Il sera intéressant d'étudier une translocation des calpaïnes au niveau des fractions 
microsomales. Une fois actives, les calpaïnes propagent le signal apoptotique en clivant 
plusieurs substrats dont la caspase 12 qui est associée à la membrane du RE. 
La présence de la caspase 12 active dans les cellules humaines reste encore un sujet 
controversé. Plusieurs études suggèrent que la caspase 4 remplace la caspase 12 des rongeurs 
chez les humains. Nous avons étudié l'activité de ces deux caspases dans les cellules 
humaines A549 traitées ou non avec l'acroléine durant 2 heures. Par immunobuvardage, nous 
avons détecté la procaspase 12 dont l'expression diminue de 27 à 67% suite à une exposition 
de 2 heures à l'acroléine (25-200 ~M) (figure 3.7A). Nous avons également tenté de détecter 
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le clivage de la caspase 4 par immunobuvardage. Toutefois, nous n'avons pas réussit de 
détecter cette enzyme. D'autres expériences sont nécessaires pour la mise au point de ce 
protocole. Le clivage de la procaspase 12 résulte en son activation telle qu'illustré dans la 
figure 3.7B par les tests de fluorimétrie. Ainsi, un traitement de 2 heures à l'acroléine (25­
100 IlM) induit une augmentation de 28 à 51 % de l'activité de la caspase 12 dans les cellules 
A549. Dans le cas de la caspase 4, une augmentation significative d'environ 50% de l'activité 
de cette enzyme a été observée seulement à 25 et 50 !1M de l'acroléine. Plusieurs mécanismes 
sont responsables de l'activation de ces caspases initiatrices de l'apoptose. Nous avons 
approfondi l'implication du calcium et des calpaïnes dans l'activation de ces caspases. La 
figure 3.7 (B et C) montre que l'activation des caspases 12 et 4 est prévenue par le chélateur 
BAPTA-AM ainsi que par l'inhibiteur des calpames suggérant ainsi que le calcium et les 
calpaïnesjouent un rôle dans l'activation des caspases 12 et 4 par l'acroléine. 
Afin de confinner l'implication de la voie du RE dans la transduction du signal 
apoptotique dans les cellules A549 exposées à l'acroléine, nous avons pré-exposé ces 
dernières au chélateur du calcium BAPTA-AM ainsi qu'aux inhibiteurs des calpaïnes, de la 
caspase ]2 et 4. Par la suite, l'apoptose a été étudiée par microscopie à fluorescence suite au 
marquage au Hoechst 33258. Pour cette étude, nous avons employé des concentrations 
d'acroléine auxquelles nous avons détecté l'activité des calpaïnes ainsi que des caspases ]2 et 
4 soit 25 et 50 IlM d'acroléine. En observant la figure 3.8, il est possible de constater que la 
chélation du calcium (25-50 IlM) ainsi que l'inhibition des calpaïnes (50 IlM) inhibent 
l'apoptose induite par l'acroléine dans les cellules pulmonaires A549. Toutefois, l'inhibition 
des caspase 12 et 4 ne semble pas affecter de façon significative ce type de mort cellulaire 
induit par l'acroléine. Dans le cas de la caspase 4, il y a une inhibition partielle mais non 
significative de l'apoptose induite par 25 IlM d'acroléine (voir figure 3.8F). L'induction de la 
nécrose n'a pas été affectée par aucun des inhibiteurs employés. De plus, les traitements des 
cellules A549 avec le chélateur de calcium BAPTA-AM ainsi qu'avec les inhibiteurs de 
calpaïnes et des caspases 12 et 4 sans acroléine n'ont pas induit une mortalité significative 
(figure 3.8G). En conclusion, le processus apoptotique induit par l'acroléine peut être médié 
par la voie du RE via l'induction de CHOP, l'augmentation du flux calcique et l'activation 
des calpaïnes mains n'implique pas nécessairement l'activation des caspases 12 et 4. 
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3.3 Titres et légendes des figures 
Figure 3.1 : L'acroléine induit la condensation de la chromatine des cellules A549. 
Les cellules A549 (1 x 106/ml) ont été incubées en présence des différentes concentrations 
d'acroléine (0-200 IlM), dans le milieu a-MEM contenant 10% de FBS, durant 2 ou 4 heures 
à 37 oc. A)-D) Les cellules traitées ont été marquées avec le Hoechst 33258 et le PI et leur 
morphologie a été observée par microscopie à fluorescence. Les images ainsi obtenues (320X) 
sont respectivement présentées en A) (Al-AS) et B) (B1-B5) pour les traitements avec 
l'acroléine de 2 et de 4 heures. Les taux d'apoptose et de nécrose C) et D) ont été évalués par 
rapport au nombre total des cellules (un minimum de 300 cellules a été compté pour chaque 
échantillon). Les résultats (moyenne ± écart-moyen) proviennent de trois expériences 
indépendantes effectuées avec plusieurs replicatas. * indique une différence significative (p< 
0,05) par rapport aux cellules témoins (0 IlM d'acroléine). 
Figure 3.2 : L'acroléine induit l'externalisation de la PS dans les cellules A549. 
Les ceHules A549 (1 x 106/ml) ont été incubées en présence des différentes concentrations 
d'acroléine (0-200 IlM), dans le milieu a-NŒM contenant 10% de FBS, durant 2 heures à 37 
oC. Ensuite les cellules ont été marquées avec l'annexine V-FITC et le PI et l'apoptose a été 
déterminée à l'aide de la cytométrie de flux. La fluorescence de 10000 cellules a été détectée 
en FL-l (annexine V-FITC) et en FL-3 (PI) et les graphiques biparamétriques représentatifs 
sont présentés en A) (cellules contrôle 0 IlM d'acroléine), B) (50 IlM d'acroléine) et C) (75 
j1M d'acroléine). D) Les pourcentages (moyenne ± écart-moyen) des cellules apoptotiques et 
nécrotiques sont présentés pour trois expériences indépendantes effectuées avec plusieurs 
replicatas. Les pourcentages associés aux cellules apoptotiques regroupent les populations de 
cellules annexjne V positives. * indique une différence significative (p< 0,05) par rapport aux 
cellules témoins (0 IlM d'acroléine). 
Figure 3.3 : L'acroléine induit l'activation de la caspase 7 et induit le clivage d'JeAD. 
Les cellules A549 (1 x 106/ml) ont été incubées en présence des différentes concentrations 
d'acroléine (0-200 j1M), dans le milieu a-MEM contenant 10% de FBS, durant 2 heures à 37 
Oc. Ensuite, les cellules ont été lysées et les activités des caspases 3 A) et 7 B) ont été 
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respectivement mesurées par fluorimétrie à l'aide des substrats fluorescents Ac-DEVD-AMC 
et MCA-VDQVDGWK(DNP)-NH2. Les activités enzymatiques des cellules exposées à 
l'acroléine ont été exprimées relativement au contrôle (0 f..l.M d'acroléine) et les valeurs 
moyennes des activités relatives ( ± écart-type (A) ou écart-moyen (B» sont présentées pour 
au moins trois expériences indépendantes. L'immunodétection d'ICAD (45 kDa) C) a été 
effectuée dans les lysats cellulaires en employant la GAPDH (37 kDa) comme contrôle de 
dépôt des échantillons. Les niveaux d'expression d'ICAO ont été mesurés par densitométrie 
et sont exprimés relativement au contrôle (0 f..l.M d'acroléine). Les bandes représentatives 
ainsi que les valeurs moyennes des niveaux d'expression relatifs sont présentées pour au 
moins trois expériences indépendantes effectuées avec plusieurs replicatas. Les écarts­
moyens sont présentés entre parenthèses. * indique une différence significative (p< 0,05) par 
rapport aux cellules témoins (0 f..l.M d'acroléine). 
Figure 3.4 : L'acroléine active les trois branches de la réponse UPR. Les cellules A549 (1 
x 106/ml) ont été incubées en présence des différentes concentrations d'acroléine (0-200 f..l.M), 
dans le milieu a-MEM contenant 10% de FBS, durant 30 minutes ou 2 heures à 37 oc. Après 
l'incubation, les cellules ont été lysées et l'immunodétection de PERK (125 kDa) et de 
pPERK (125 kDa) A), d'ATF6a B), d'IREla (125 kDa) et de pIRE la (125 kDa) C), de Bip 
(78 kDa) D) et de CHOP (28 kDa) E) a été effectuée en employant la GAPDH (37 kDa) 
comme contrôle de dépôt des échantillons. Les niveaux d'expression de ces protéines ont été 
mesurés par densitométrie et sont exprimés relativement au contrôle (0 f..l.M d'acroléine). Les 
bandes représentatives ainsi que les valeurs moyennes des niveaux d'expression relatifs sont 
présentées pour au moins trois expériences indépendantes. Les écarts-moyens (A, B, C) ou 
les écarts-types (D, E) sont présentés entre parenthèses. * indique une différence significative 
(p< 0,05) par rapport aux cellules témoins (0 f..l.M d'acroléine). 
Figure 3.5 : L'acroléine perturbe l'homéostasie calcique. Les cellules A549 (1 x 106/ml) 
ont été incubées en présence des différentes concentrations d'acroléine (0-200 f..l.M), dans le 
milieu a-MEM contenant 10% de FBS, durant 2 heures à 37 oc. Après l'incubation, les 
cellules ont été marquées avec la sonde fluorescente fluo-3-AM (4 f..l.M), durant 45 minutes à 
l'obscurité, à 37 oC et le changement de la concentration du calcium libre intracellulaire 
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«(Ciji) a été mesuré par cytométrie de flux A). Pour chaque échantillon, la fluorescence 
(FL-l) de 10 000 cellules a été analysée et les valeurs sont exprimées par rapport au contrôle 
non traité avec l'acroléine (100%) B). Le graphique représente les valeurs moyennes et les 
écarts-moyens des fluorescences relatives de f1uo-3 (calculées à partir de la moyenne 
géométrique des histogrammes) A) obtenues à partir de trois expériences indépendantes 
effectuées avec plusieurs replicatas. * indique une différence significative (p< 0,05) par 
rapport aux cellules témoins (0 /-lM d'acroléine). 
Figure 3.6: L'acroléine induit un clivage de la calpastatine et cause l'activation des 
calpaïnes. Les cellules A549 (1 x 1Q6/ml) ont été incubées en présence des différentes 
concentrations d'acroléine (0-200 /-lM), dans le milieu a-MEM contenant 10% de FBS, 
durant 2 heures à 37 oC. Dans les cas indiqués, les cellules ont été pré-incubées avec le 
BAPTA-AM (50 IJ.M) ou l'inhibiteur de calpaïne A6185 (10 IJ.M) durant 1 heure avant le 
traitement à l'acroléine. Après l'incubation, les cellules ont été lysées. L'immunodétection de 
calpastatine (126 kDa) A) et de calpaïne (90 kDa) B) a été effectuée dans les lysats cellulaires 
en employant la GAPDH (37 kDa) comme contrôle de dépôt des échantillons. Les niveaux 
d'expression de calpastatine et de calpaïne ont été mesurés par densitométrie et sont exprimés 
relativement au contrôle (0 IJ.M d'acroléine). Les bandes représentatives ainsi que les valeurs 
moyennes des niveaux d'expression relatifs sont présentées pour au moins trois expériences 
indépendantes effectuées avec plusieurs replicatas. Les écarts-moyens sont présentés entre 
parenthèses. C) L'activité des calpaïnes a été mesurée dans le lysat par fluorimétrie à l'aide 
du substrat fluorescent Suc-Ly -AMC. Les activités enzymatiques des cellules exposées à 
l'acroléine sont exprimées relativement au contrôle (0 /-lM d'acroléine) et les valeurs 
moyennes des activités relatives ainsi que les écarts-types sont présentés pour trois 
expériences indépendantes. * indique une différence significative (p< 0,05) par rapport aux 
cellules témoins (0 IJ.M d'acroléine). # indique une différence significative avec les cellules 
correspondantes non-prétraitées avec le BAPTA-AM ou l'inhibiteur des calpaïnes. 
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Figure 3.7 : Mécanisme d'activation des caspases 12 et 4 par l'acroléine. Les cellules 
A549 (1 x 106/ml) ont été incubées en présence des différentes concentrations d'acroléine (0­
200 !lM), dans le milieu u-MEM contenant 10% de FBS, durant 2 heures à 37 oC. Dans les 
cas indiqués, les cellules ont été pré-incubées avec le BAPTA-AM (50 JlM) ou l'inhibiteur de 
calpaïnes A6185 (10 !lM) durant 1 heure avant le traitement avec l'acroléine. Après 
l'incubation, les cellules ont été lysées. A) L'immunodétection de la procaspase 12 (55 kDa) 
a été effectuée dans les lysats cellulaires en employant la GAPDH (37 kDa) comme contrôle 
de dépôt des échantillons. Les niveaux d'expression de la procaspase 12 ont été mesurés par 
densitométrie et sont exprimés relativement au contrôle (0 JlM d'acroléine). Les bandes 
représentatives ainsi que les valeurs moyennes des niveaux d'expression relatifs sont 
présentées pour trois expériences indépendantes. Les écarts-types sont présentés entre 
parenthèses. Les activités des caspases 12 B) et 4 C) ont été mesurées respectivement dans le 
lysat par fluorimétrie à l'aide des substrats fluorescents ATAD-AfC et Ac-LEVD-AFC. Les 
activités enzymatiques des cellules exposées à l'acroléine sont exprimées relativement au 
contrôle (0 JlM d'acroléine) et les valeurs moyennes des activités relatives (± écarts-moyens) 
sont présentées pour trois expériences indépendantes effectuées avec plusieurs replicatas. * 
indique une différence significative (p< 0,05) par rapport aux cellules témoins (0 JlM 
d'acroléine). # indique une différence significative avec les cellules correspondantes non­
prétraitées avec le BAPTA-AM ou l'inhibiteur des calpaïnes. 
Figure 3.8 : La chélation du calcium et l'inhibition des calpaïnes protègent les cellules 
A549 contre l'apoptose induite par l'acroléine. Les cellules A549 (1 x 106/ml) ont été 
incubées en présence des différentes concentrations d'acroléine (0-200 JlM) (AI-A3), dans le 
milieu u-MEM contenant 10% de FBS, durant 2 heures à 37 oC. Dans les cas indiqués, les 
cellules ont été pré-incubées avec le BAPTA-AM (50 !lM) (BI-B3), l'inhibiteur de calpaïnes 
A6185 (10 !lM) (CI-C3), l'inhibiteur de la caspase 12 Z-ATAD-FMK (10 JlM) (DI-D3) ou 
de la caspase 4 Z-YVAD-FMK (20 !lM) (EI-E3) durant 1 heure avant le traitement à 
l'acroléine. Les cellules traitées ont été ensuite marquées avec le Hoechst 33258 et le PI et 
leur morphologie a été observée par microscopie à fluorescence. Les images ainsi obtenues 
(320X) sont présentées en A)-E). Les taux d'apoptose F) et de nécrose G) ont été évalués par 
rapport au nombre total des cellules (un minimum de 300 cellules est compté pour chaque 
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échantillon). Les données représentent les valeurs moyennes ( ± écart-moyen) obtenues à 
partir de trois expériences indépendantes effectuées avec plusieurs replicatas. * indique une 
différence significative (p< 0,05) par rapport aux cellules témoins (0 IlM d'acroléine). # 
indique une différence significative avec les cellules correspondantes non-prétraitées avec le 
BAPTA-AM ou l'inhibiteur des calpaïnes. 
CHAPITRE IV DISCUSSION 
La présente étude permet d'approfondir notre compréhension des mécanismes de 
toxicité de l'acroléine dans les cellules d'adénocarcinome pulmonaire A549. Les résultats 
obtenus montrent que cette substance toxique (25-200 ~) cause la mort apoptotique des 
cellules épithéliales pulmonaires A549. De plus, nous avons trouvé que cette réponse 
apoptotique peut impliquer la voie du RE et peut être atténuée par le chélateur de calcium ou 
par l'inhibiteur des calpaïnes. Cette recherche apporte un nouveau détail concernant le 
mécanisme de toxicité induite par l'acroléine et peut s'avérer utile lors du développement de 
nouvelles stratégies thérapeutiques pour contrer les effets toxiques associés à une exposition 
accrue à l'acroléine. 
L'induction de la mort cellulaire par l'acroléine est un phénomène qui dépend du 
type cellulaire, de la dose ainsi que de la nature du traitement (Tanel et Averill-Bates, 2005; 
Stevens et Maier, 2008; Thompson et Burcham, 2008b). Ainsi, certains types cellulaires sont 
plus sensibles que d'autres aux effets toxiques de l'acroléine. Par exemple, l'acroléine (10-25 
).lM) a induit une réponse apoptotique dans les cellules pulmonaires HBEl. Dans cette étude, 
l'apoptose a été mise en évidence par l'externalisation de la PS ainsi que par la dégradation 
de l'ADN qui ont été mesurées 24 heures après un traitement de 30 minutes avec d'acroléine 
(Nardini et al., 2002). L'acroléine (25 ).lM, 24 heures) a également induit l'apoptose, dans les 
macrophages alvéolaires humaines, observée par la fragmentation de l'ADN (Li et al., 1997). 
Les cellules ovariennes CHû exposées à l'acroléine (25-50 ).lM, 4 heures) meurent également 
par apoptose (Tanel et Averill-Bates, 2005). Cependant, l'acroléine présente également des 
effets d'inhibition de l'apoptose et favorise la réponse nécrotique dans les cellules neuronales 
PC 12 (1-100 ).lM). Dans ce cas, la nécrose a été associée à une augmentation de la génération 
des RûS, un dysfonctionnement de la mitochondrie et à une diminution du taux de l'ATP 
cellulaire (Luo et al., 2005). Dans les mêmes cellules, la nécrose induite par l'acroléine (100 
~, 4 heures) est associée à une détérioration de la structure du cytosquelette, une activation 
des calpaïnes et à une inhibition de la caspase 3 (Liu-Snyder et al., 2006). Également, 
l'acroléine induit l'oncose/nécrose dans les cellules lymphoïdes proB (20 ~, 30 min) (Kern 
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et Kehrer, 2002). Par ailleurs, dans une même lignée cellulaire, l'acroléine peut induire les 
deux types de réponses cellulaires. Par exemple, les cellules CHü exposées à de faibles 
concentrations d'acroléine «50 JlM) meurent par apoptose alors que des concentrations plus 
élevées de ce toxique induisent la nécrose (Tanel et Averill-Bates, 2005). 
Notre étude montre que l'acroléine (25-200 JlM, 2 heures) exerce son effet toxique 
dans les pneumocytes AS49 en déclenchant le processus apoptotique. Cette réponse a été 
confirmée par l'extemalisation de la PS ainsi que par l'étude morphologique de la 
condensation de la chromatine. De plus, la phase exécutrice de l'apoptose induite par 
l'acroléine dans les cellules pulmonaires AS49 a été mise en évidence par l'activation de la 
caspase 7 ainsi que par le clivage de son substrat physiologique ICAD. Nos résultats 
montrent qu'il y a une tendance dans l'activation de la caspase 3 sans être un effet significatif. 
Toutefois, les études précédentes effectuées dans notre laboratoire montrent que l'acroléine 
cause une activation de la caspase 3 (Roy et al., 2009). 
L'activation de la caspase 7 effectrice de l'apoptose par l'acroléine (10-150 
fmol/cellule) a également été rapportée dans les cellules ovariennes CHü suite à un 
traitement de 1 et 2 heures. Cette étude montre également qu'après 2 heures, l'acroléine (50­
200 JlM) induit un clivage d'ICAD (Tanel et Averill-Bates, 2005). Cependant, l'acroléine 
peut également inhiber l'activité des caspases. Ainsi, l'acroléine (5-20 JlM, 5 minutes à 1 
heure) inhibe J'activité de la caspase 3 dans les cellules ovariennes CHü (Tanel et Averill­
Bates, 2005). D'autres études montrent également que l'acroléine (10 JlM, 2 à 8 heures) 
inhibe l'activité de la caspase 3 dans les neutrophiles (Finkelstein et al., 2004). Les activités 
des caspases 3, 8 et 9 sont aussi inhibées dans les cellules lymphoïdes proB, 12 heures 
suivant un traitement de 30 minutes à l'acroléine (5 à 40 JlM d'acroléine) (Kern et Kehrer, 
2002). Étant donné que les caspases sont des protéases à cystéine, il est probable que 
l'acroléine inhibe l'activité de ces enzymes en alkylant les cystéines du site actif. En effet, il 
est possible que l'acroléine active et en même temps inhibe l'activité des caspases (Tanel et 
Averill-Bates, 2005). Étant donné que le site actif de chaque caspase est différent, il est 
possible que certaines caspases soient plus susceptibles que d'autres à l'inactivation par 
l'acroléine (Tanel et Averill-Bates, 2005). 
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Nos résultats montrent que l'acroléine (25-200 ~M, 2 heures) induit l'apoptose dans 
les cellules A549. Toutefois, il est possible qu'une exposition plus prolongée ou des 
concentrations plus élevées d'acroléine soient responsables de l'induction de la mort 
nécrotique dans les cellules A549. D'ailleurs, Izumi et chercheurs (2001) ont montré qu'une 
exposition de 48 heures à 500 ~M d'acroléine cause la nécrose dans les cellules A549 
(Hoshino et al., 2001). 
Les concentrations d'acroléine (0-200 ~M) utilisées dans nos expériences regroupent 
les concentrations de ce toxique susceptibles d'être présentes in vivo. En effet, dans le sérum 
d'un sujet sain, la concentration d'acroléine est estimée à 50 ~M (Satoh et al., 1999). De plus, 
des concentrations de 80 ~M d'acroléine ont été estimées dans les fluides respiratoires suite à 
une solubilisation complète de la fumée de cigarette provenant d'une seule cigarette qui 
contient 0,8 ~mol d'acroléine (Eiserich et al., 1995). Toutefois, il est probable que des 
concentrations plus importantes d'acroléine soient retrouvées dans les fluides respiratoires 
des fumeurs chroniques. L'acroléine pourrait également être présente en plus grandes 
quantités dans les sites inflammatoires et pathologiques caractérisés par un stress oxydatif 
accrue. Suite à une lésion, la concentration d'acroléine pourrait augmenter avec le temps 
puisque les cellules endommagées peuvent libérer l'acroléine dans l'espace interstitiel (Tanel 
et Averill-Bates, 2005). Il est important de noter que chez les personnes en santé, les 
substances antioxydantes présentes dans les fluides respiratoires, comme le glutathion et l'a­
tocophérol, protègent les ceJJules pulmonaires contre les effets toxiques de l'acroléine 
présente dans le smog ou la fumée de tabac. Cependant, la concentration des antioxydants 
peut diminuer dans plusieurs conditions pathologiques et par la fumée de cigarette (Carp et 
Janoff, 1978; Nardini et al., 2002) rendant ainsi les cellules plus susceptibles aux effets 
toxiques de l'acroléine. Par ailleurs, dans notre étude, l'acroléine (25-200 ~M) a induit la 
mort cellulaire suite un traitement de courte durée (2 à 4 heures). Dans les conditions 
physiologiques les humains ou d'autres espèces sont plus susceptibles à être exposés à de 
faibles concentrations d'acroléine présente dans l'environnement de façon chronique. Ceci 
pourrait résulter en une plus importante toxicité de l'acroléine. 
94 
Les études précédentes montrent que dans les cellules pulmonaires A549, l'acroléine 
exerce son effet toxique en causant une déplétion du glutathion et de la thioredoxine (Horton 
et al., 1997; Yang et al., 2004). Ceci rompt la balance d'oxydoréduction et entraîne une 
modulation de plusieurs voies biochimiques cellulaires. Dans les cellules pulmonaires HBE1, 
la déplétion du GSH ainsi que la génération des espèces oxydantes causées par l'acroléine ont 
été associées à l'apoptose (Nardini et al., 2002). Récemment, Thompson et Burcham (2008a) 
ont montré que l'acroléine cause une dérégulation dans la signalisation de l'apoptose, du 
contrôle du cycle cellulaire, de la transcription ainsi que de la biosynthèse protéique dans les 
cellules épithéliales A549. La dérégulation de la voie apoptotique par l'acroléine est 
également observée dans nos résultats qui montrent une induction de cette réponse dans les 
pneumocytes A549. De plus, l'étude de Thompson et Burcham (2008a) montre que 
l'acroléine induit l'expression de la protéine pro-apoptotique Nur77 et cause une libération 
du cyt c dans le cytosol suite à un traitement de 6 heures avec 100 JlM d'acroléine dans les 
cellules A549. Dans les cellules A549, le même effet a été observé suite à un traitement plus 
prolongé (24 heures) avec des concentrations d'acroléine plus faibles (25 et 50 JlM) 
(Thompson et Burcham, 2009a). 
Cependant, les études antérieures de notre laboratoire montrent que de plus faibles 
concentrations d'acroléine (1-50 JlM) activent la voie des récepteurs de mort ainsi que la voie 
mitochondriale de l'apoptose dans les cellules A549 et dans les cellules CHO suite à un 
traitement de 30 minutes à 2 heures (Roy et al., 2010; Tanel et AveriIJ-Bates, 2005 ; 
2007a,b). Plus précisément, l'activation de la voie de récepteurs de mort par l'acroléine dans 
les cellules A549 et CHO se traduit par une augmentation de l'expression du ligand de Fas, 
un recrutement de FADD au niveau de la membrane cytoplasmique et par une activation de la 
caspase 8 (Tanel et Averill-Bates, 200711, Roy et al., 2010). Dans les mêmes cellules 
l'acroléine a également induit le clivage de bid et a activé la voie mitochondriale de 
l'apoptose mise en évidence, entre autres, par une libération du cyt c dans le cytosol et par 
une activation de la caspase 9 (Tanel et Averill-Bates, 2005 ; 2007a, Roy et al., 2009). De 
plus, dans les cellules CHO, l'apoptose induite par l'acroléine implique également la voie de 
signalisation des MAPK p38 et ERK (Tanel et Averill-Bates, 2007c). 
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Afin de davantage éclaircir les mécanismes de toxicité de l'acroléine, nous avons 
étudié l'implication de la voie du RE dans la transduction du signal apoptotique induit par 
cette substance toxique dans les cellules A549. Il est connu que l'acroléine entraîne 
l'alkylation des résidus cystéines des protéines et altère ainsi leurs structures et leurs 
fonctions. Une des nombreuses enzymes modifiées par l'acroléine est la disulfure isomérase 
qui est impliquée dans la maturation des protéines au niveau du RE en catalysant la formation 
des ponts disulfures (Carbone et al., 2005; Liu et Sok, 2004). Par conséquent, l'acroléine, en 
modifiant les protéines et en inhibant la disulfure isomérase, pourrait interférer avec le 
processus normal de maturation des protéines et favoriser ainsi l'accumulation des protéines 
à conformation anormale au niveau du RE, une condition de stress du RE. 
Plusieurs données de notre étude suggèrent que l'acroléine déclenche un stress du RE 
et induit la réponse UPR dans les cellules pulmonaires A549. Plus précisément, l'acroléine 
(25-200 IlM, 2 heures) est responsable de l'activation des trois branches de la réponse UPR 
tel que montré par l'induction de la phosphorylation des kinases PERK et IREla. ainsi que 
par le clivage du facteur de transcription ATF6a. dans les cellules A549. 
La réponse UPR est principalement déclenchée pour contrer les effets toxiques du 
stress du RE en atténuant la synthèse générale des protéines et en augmentant la capacité 
cellulaire de repliement protéique (induction des protéines chaperonnes) ainsi que 
l'élimination des protéines à conformation anormale. Toutefois, lorsque les mécanismes de 
survie de la réponse UPR sont incapables de prendre en charge l'excès des protéines mal 
repliées dans le RE, les trois protéine (PERK, ATF6a., et fREla.) impliquées dans la réponse 
UPR contribuent à l'induction de l'apoptose par la voie du RE (Boyce et Yuan, 2006; Lai et 
al., 2007; Schroder et Kaufman, 2005). Nous avons examiné l'expression de la protéine 
chaperonne Bip dans les cellules A549. Nos résultats montrent que l'acroléine (25-200 IlM) 
n'a pas induit d'expression significative de Bip. Ce résultat est surprenant puisque dans ces 
conditions de traitement la réponse UPR est induite et une augmentation de l'expression de 
Bip est attendue. Il est possible que ces conditions de stress sont trop intenses ou de trop 
longue durée ce qui perturbe la signalisation normale de la réponse UPR et empêche 
l'expression de la protéine Bip. Les résultats publiés par Volchuk et chercheurs (2008) 
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montrent également que l'induction de la réponse UPR dans les cellules pancréatiques ~ 
(INS-I 832/13) n'a pas induit l'expression de la protéine Bip suite à des traitements prolongés 
avec des concentrations élevées de glucose (Zhang et al., 2009). 
L'induction de la réponse UPR, par l'acroléine, est également observée dans les 
cellules endothéliales HUVEC (Haberzettl et al., 2009). Plus précisément, de plus faibles 
concentrations d'acroléine (2-25 IlM) ont induit la phosphorylation d'eIF2u suite à un 
traitement de 10 à 30 minutes. Dans la même étude, l'acroléine (5-25 IlM) a induit un 
épissage de l'ARNm codant pour XBPI après 2 heures de traitement et l'expression de 
l'ATF4 a été induite après 4 heures. Cependant, l'expression de la protéine CHOP n'a pas été 
détectée suite à un traitement de 12 heures avec l'acroléine (IO 1lM) dans les cellules 
HUVEC. De plus, dans ce modèle cellulaire, les conditions de traitement (concentration 
d'acroléine, temps d'exposition) n'induisent pas la mort des cellules HUVEC mais causent 
l'activation du NF-KB et favorisent la production des cytokines (Haberzettl et al., 2009). Par 
ailleurs, l'activation de la voie de PERK par l'acroléine (6,2-8,3 IlM, 1.5 heures) a également 
été rapportée dans les fibroblastes 3T3 où elle est associée à la survie cellulaire 
(Hengstermann et Muller, 2008). Dans notre étude nous avons employé des concentrations 
plus élevées d'acroléine. Toutefois, les nouvelles études effectuées dans notre laboratoire 
montrent que de plus faibles concentrations d'acroléine « 25 IlM) et des temps d'expositions 
plus courts induisent également la réponse UPR dans les cellules A549. De plus, dans les 
études citées plus haut le traitement de ('acroléine a été effectué dans le milieu sans sérum 
alors que nos traitements s'effectuent en présence de 10% de FBS. Il est connu que 
l'acroléine réagit rapidement avec les protéines du sérum ce qui diminue la concentration 
d'acroléine disponible pour exercer des effets toxiques sur les cellules A549 (Thompson et 
Burcham, 2008b ; Tanel et Averill-Bates, 2005). De plus, certains types cellulaires sont plus 
sensibles que d'autres aux effets toxiques de l'acroléine. Il est connu que les cellules 
cancéreuses dont les cellules A549 ont un contenu plus élevé en GSH comparé aux cellules 
non cancéreuses (fibroblastes immortalisés 3T3 et culture primaire des cellules HUVEC) 
(Kehrer et Biswal, 2000). Étant donné que l'acroléine est hautement électrophile, une plus 
grande quantité du GSH peut protéger les cellules contre les effets toxiques de ce produit 
nocif. 
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Dans notre modèle cellulaire, l'acroléine après 2 heures induit une réponse UPR en 
même temps que le processus apoptotique. Toutefois, il est connu que la réponse UPR, qui 
favorise la survie cellulaire, est généralement induite avant l'apoptose. Les nouvelles études 
de notre laboratoire montrent que la réponse UPR est également induite avant l'apoptose. 
Toutefois, d'après nos résultats, elle reste aussi activée durant l'induction de l'apoptose. 
D'ailleurs il est connu qu'une activation prolongée des trois protéines (PERK, ATF6a et 
lREla) impliquées dans réponse UPR peut éventuellement résulter en une induction de 
l'apoptose par la voie du RE (Szegezdi et al., 2006). En accord avec nos résultats, la réponse 
UPR demeure activée durant l'induction de l'apoptose dans d'autres modèles cellulaires. Par 
exemple, Samali et chercheurs (2006) ont montré que l'ischémie induit l'activation des trois 
branches de la réponse UPR avant d'induire l'apoptose dans les cultures primaires de 
cardiomyocytes de rat. Dans cette étude les trois branches de la réponse UPR ont demeurées 
actives durant l'induction de CHOP, l'activation des caspases 12 et 3 (Szegezdi et al., 2006). 
En accord avec ces résultats, un traitement de 24 heures avec 0,3 mM de peroxyde 
d'hydrogène active la voie de PERKleIF2a et simultanément la voie apoptotique tel 
qu'observée avec le clivage des caspase 3, 4, 8, et 9 et avec la libération du cyt c dans le 
cytosol dans les cellules cancéreuses orales (HN4) et les kératinocytes immortalisés humains 
(lHOK) (Min et al., 2008). D'un autre côté, Lai et Wong (2008) ont montré que l'activation 
de la voie PERKleIF2a est impliquée dans la toxicité induite par le N-(4-hydroxyphényl)­
rétinamide dans les cellules humaines cervicales cancéreuses HeLa incapables de déclencher 
l'autophagie (Lai et Wong, 2008). Il sera intéressant d'étudier les effets de l'inhibition de la 
réponse UPR sur l'apoptose induite par l'acroléine dans les cellules cancéreuses pulmonaires 
A549. 
Dans notre étude, nous avons étudié l'induction du stress du RE par l'acroléine en 
observant le déclenchement de la réponse UPR. Cependant, il est également possible 
d'étudier le potentiel de l'acroléine à induire un stress du RE en analysant le potentiel 
oxydant du RE. En effet, le processus normal de repliement des protéines requiert un 
environnement oxydant. Ce potentiel oxydant du RE est perturbé lors d'un stress. Papa et 
collègues (2008) ont étudié la perte de ce potentiel oxydant dans les levures à l'aide d'une 
protéine verte fluorescente (GFP) adressée au RE qui est sensible à l'état d'oxydoréduction 
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(Merksamer et al., 2008). Il est également possible de mettre en évidence la capacité de 
l'acroléine à induire le stress du RE en mesurant l'activité de l'enzyme PDI qui est impliquée 
dans les processus de repliement des protéines. Ainsi, en incubant les lysats cellulaires en 
présence de l'insuline bovine, il est possible de mettre en évidence l'activité de la PDI en 
mesurant la turbidité à 650 nm (Lovat et al., 2008). 
La cause précise d'induction du stress du RE, par l'acroléine, n'a pas été explorée 
dans notre étude. Toutefois, il est connu que cette substance toxique provoque une déplétion 
du glutathion (Biswal et al., 2002; Ghilarducci et Tjeerdema, 1995), perturbe j'homéostasie 
calcique (Hyvelin et al., 2000; Misonou et al., 2006), entraîne des modifications covalentes 
des protéines (Burcham et al., 2007; Uchida et al., 1998a) et augmente la génération des ROS 
(Adams et Klaidman, 1993). Ainsi, tous ces effets toxiques de l'acroléine peuvent interférer 
avec le processus normal de repliement des protéines au niveau du RE et induire ainsi un 
stress du RE qui déclenche la réponse UPR. 
Le stress induit par un traitement de 2 heures avec l'acroléine dans les cellules 
pulmonaires A549 est assez rigoureux pour induire la réponse apoptotique médiée par la voie 
du RE. En effet, notre étude montre qu'une exposition de 2 heures d'acroléine cause une 
induction du facteur de transcription pro-apoptogène CHOP, une augmentation du taux de 
calcium libre intracellulaire qui est responsable de l'activation des calpaïnes qui à leur tour 
activent les caspases 12 et 4 propageant ainsi le signal apoptotique. 
La protéine CHOP est exprimée faiblement dans les cellules normales. Dans les 
conditions d'un stress sévère ou prolongé du RE, les trois voies de la réponse UPR induisent 
la transcription du gène codant pour la protéine CHOP (Harding et al., 2000; Lai et al., 2007; 
Ma et al., 2002; Okada et al., 2002). Le rôle de CHOP dans l'induction de l'apoptose n'est 
pas encore bien compris, toutefois il est connu que ce facteur de transcription régule à la 
hausse plusieurs gènes impliqués dans l'apoptose (Marciniak et al., 2004; Sok et al., 1999; 
Yoshida, 2007a). De plus, CHOP peut favoriser l'apoptose en régulant à la baisse 
l'expression des protéines anti-apoptotiques de la famille de Bcl-2 et en favorisant la 
génération des ROS dans les cellules via la déplétion du glutathion (Lai et al., 2007; 
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McCulJough et al., 2001; Yamaguchi et Wang, 2004). Le mécanisme exact de la déplétion du 
GSH par le facteur de transcription CHOP n'est pas encore compris. Toutefois, Holbrook et 
chercheurs (2001) suggèrent que CHOP pourrait interférer avec la biosynthèse du GSH 
causant ainsi son déplétion (McCullough et al., 2001). 
Dans notre étude, un traitement de 2 heures avec 100 IlM d'acroléine cause une 
augmentation de l'expression de CHOP. Les concentrations de 50 et 200 JlM d'acroléine 
semblent également réguler à la hausse l'expression de CHOP. Toutefois à cause de la grande 
variation entre les données avec ces concentrations, plus d'études sont nécessaires pour 
confirmer cet effet. Ces résultats sont en accord avec l'étude récente de Thompson et 
Burcham (200Sa) qui montre qu'un traitement de 1, 2 et 4 heures avec 100 JlM d'acroléine 
induisent une augmentation de l'ARNm codant pour la protéine CHOP dans les cellules 
A549. Par ailleurs, Kehrer et collaborateurs (1997) n'ont pas détecté l'ARNm de CHOP dans 
les cellules A549 exposées 2 heures à 35 finol/cellule d'acroléine (Horton et al., 1997). Nos 
résultats montrent également que de plus faibles concentrations d'acroléine (25 JlM) 
n'augmentent pas l'expression de CHOP. Cette observation peut suggérer que différentes 
concentrations d'acroléine peuvent activer différents mécanismes de mort cellulaire. D'un 
autre côté, Bhatnagar et collègues (2009) ont récemment montré que de faibles 
concentrations d'acroléine (10 IlM) ont augmenté l'expression de l'ARNm de CHOP dans les 
cellules HUVEC suite à un traitement de 6 heures. Toutefois, il est important de mentionner 
que les chercheurs n'ont pas été en mesure de détecter l'expression de la protéine CHOP 
après un traitement de 6 ou 12 heures avec 10 et 25 JlM d'acroléine. De plus, ces cond itions 
de traitement ne causent pas l'apoptose dans les cellules en question (Haberzettl et al., 2009). 
Ainsi, l'induction de la protéine CHOP par l'acroléine peut favoriser la mort apoptotique des 
cellules A549. 
La perturbation de l'homéostasie calcique induite par l'acroléine dans les 
pneumocytes A549 peut constituer une conséquence ou une cause d'un stress du RE. En effet, 
il est connu que le processus de repliement des protéines requiert une homéostasie calcique 
qui régule l'activité de plusieurs protéines chaperonnes (Schroder, 2006). Mise à part la 
régulation de l'activité des protéines chaperonnes, le calcium est également impliqué dans la 
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maturation des protéines glycosylées et dans l'assemblage des différentes sous-unités des 
protéines (Gorlach et al., 2006). Par conséquent, la mobilisation du calcium induite par 
l'acroléine pourrait nuire au processus normal de maturation des protéines et induire ainsi un 
stress du RE. Par ailleurs, le stress du RE induit par l'acroléine pourrait entraîner la libération 
du calcium à partir du RE. Plus précisément, le stress du RE cause une accumulation des 
protéines à domaines BR3 au niveau de la membrane du RE favorisant ainsi la formation des 
pores qui permettent la libération du calcium (Lai et al., 2007; Zong et al., 2003). Nos 
résultats montrent que l'acroléine (75-200 flM, 2 heures) perturbe l'homéostasie calcique en 
augmentant le taux de calcium libre intracellulaire dans les pneumocytes A549. Par contre, de 
faibles concentrations d'acroléine (25-50 flM) n'ont pas causé une élévation du taux de 
calcium libre intracellulaire. Toutefois, nous avons trouvé que la chélation de cet ion divalent 
avec le BAPTA-AM, dans ces conditions, protège les pneumocytes contre l'apoptose induite 
par l'acroléine. Il est probable que dans ces conditions, il y ait une faible augmentation du 
calcium libre total qui n'est pas détectable par cytométrie de flux. Cependant, la 
concentration de cet ion divalent au niveau de la membrane du RE ou de la mitochondrie 
pourrait favoriser la signalisation pro-apoptogène. 
Afm de mesurer ce mouvement calcique, des études de microscopie confocale 
devraient être réalisées. Pour mieux visualiser les déplacements du calcium, il est possible de 
marquer les cellules A549 avec des sondes fluorescentes spécifiques pour chaque organelle 
avant l'ajout de fluo-3-AM. Par exemple, le mito-tracker pour la mitochondrie et le ER­
tracker pour le RE (Paemeleire et al., 2000). Un autre moyen de mesurer le flux calcique à 
partir du RE est l'utilisation de l'aequorine qui est une photoprotéine sensible au calcium 
isolée à partir d'une méduse luminescente (Aequorea victoria). Lorsque liée au calcium, 
l'aequorine change de conformation, passe à un état excité et devient fluorescente dans le 
bleu. Le complexe excité émet de la lumière bleue à 469 nm lorsqu'il revient à l'état 
fondamental. Ainsi, il est possible de mesurer les photons émis dans le visible à l'aide d'un 
photomultiplicateur et de quantifier le calcium à l'aide d'une courbe de calibration. En 
employant les vecteurs d'expression des aequorines adressées à la mitochondrie (mit-AEQ) 
ou au RE (RE-AEQ), il est possible de mesurer la concentration du calcium libre de chaque 
organite (Pinton et al., 2007; Alvarez et Montrero, 2002). 
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Nos résultats concordent avec les études précédentes qui démontrent que l'acroléine 
entraîne une dérégulation de l'homéostasie dans plusieurs modèles cellulaires. Ainsi, un 
traitement de 24 heures avec 50 /!M d'acroléine cause une augmentation de calcium libre 
cytosolique dans les cellules d'épithélium pigmentaire rétinien (lia et al., 2007). Des 
concentrations plus faibles (25 IJ.M) ont induit une élévation du taux de calcium libre dans les 
cellules endothéliales HlNEC (Misonou et al., 2006). D'un autre côté, de plus importantes 
concentrations d'acroléine (150 /!M) ont provoqué une augmentation du calcium libre 
intracellulaire dans les cellules du tubule proximal (Schwerdt et al., 2006). 
La libération du calcium à partir du RE induit par l'acroléine peut être expliquée par 
plusieurs mécanismes. Tout d'abord, l'acroléine est une substance très réactive et très 
électrophile qui cause des dommages au niveau de la membrane plasmique. En plus de la 
membrane plasmique, l'acroléine pourrait endommager la membrane du RE et ainsi 
provoquer une libération du calcium à partir de cet organelle (Misonou et al., 2006). Par 
ailleurs, les études de Mathan et chercheurs (2000) montrent que l'acroléine peut augmenter 
la production de l'inositol-(l,4,5)-triphosphate (lnsP)) dans les myocytes lisses des voies 
respiratoires au cours d'une stimulation muscarinique (Hyvelin et al., 2000). L'InsP) ainsi 
généré peut activer le récepteur d'InsP) qui transporte le calcium du RE vers le cytosol 
(Foskett et al., 2007). Des études antérieures de notre laboratoire montrent que de faibles 
concentrations d'acroléine (3-14 ~) causent, après 30 minutes, une libération du cyt c à 
partir de la mitochondrie dans les cellules A549 (Roy et al., 2009). Il est connu que le cyt c 
s'associe au récepteur d'InsP) et favorise la libération du calcium à partir du RE (Boehning et 
al., 2003 ; Haidara et al., 2008). Par conséquent, il est possible qu'il ait une interaction entre 
la voie mitochondriale et la voie du RE dans l'apoptose induite par l'acroléine dans les 
cellules A549. 
L'augmentation du calcium libre intracellulaire peut induire plusieurs événements 
pro-apoptotiques. Notre étude souligne l'implication du flux calcique induit par l'acroléine 
dans l'activation des calpaïnes. Nous avons montré l'activation de ces protéases à cystéine 
dépendante de calcium par immunobuvardage et par fluorimétrie. Plus précisément, 
l'activation des calpaïnes par le traitement à l'acroléine a été associée à un clivage de 
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l'inhibiteur physiologique des calpaïnes, le calpastatine. Cet événement, amSI que 
l'augmentation du calcium libre intracellulaire constituent les mécanismes d'activation de ces 
protéases (Croall et Ersfeld, 2007; Wu et al., 2007). Le rôle du calcium dans l'activation des 
calpaïnes a été mis en évidence grâce au chélateur BAPTA-AM qui empêche l'activation de 
ces protéases induite par J'acroléine dans les cellules A549. De plus, nos observations 
montrent que le BAPTA-AM ainsi que l'inhibiteur des calpaïnes préviennent la condensation 
de la chromatine des cellules pulmonaires A549 exposées à l'acroléine. Ceci indique que la 
réponse apoptotique induite par l'acroléine implique le calcium et l'activation des calpaïnes 
dans notre modèle cellulaire. 
En accord avec nos résultats, l'activation des calpaïnes par l'acroléine a également 
été rapportée dans d'autres études. Borgens et collègues (2006) ont montré que 100 JlM 
d'acroléine cause une augmentation de l'activité des calpaïnes dans les cellules cancéreuses 
dérivées du phéochromocytome de la médullosurrénaJe d'un rat PC12 mesurée entre 0 et 4 
heures de traitement (Liu Snyder et al., 2006). Toutefois, dans ce cas, l'activation des 
calpaïnes n'a pas été associée avec l'apoptose mais avec la mort nécrotique. Tel que discuté 
plus haut, la nature de la réponse induite par l'acroléine varie selon le type cellulaire. 
L'activation des calpaïnes a également été étudiée dans les cellules endothéliales de l'artère 
pulmonaire porcine. Dans ce cas une faible concentration d'acroléine (5 JlM) n'a pas induit 
l'activation des calpaïnes après 24 heures de traitement (Zhang et al., 1998). Nos résultats 
montrent que l'acroléine (25-200 jlM) induit l'activation des calpaïnes dans les cellules A549 
après un traitement de 2 heures et cette activation est impliquée dans l'apoptose induite par 
l'acroléine. 
Une fois activées par l'acroléine, les calpaïnes peuvent traduire le signal apoptotique 
en activant les caspases initiatrices 12 et 4. Les caspases 12 et 4, localisées du côté 
cytoplasmique du RE, jouent un rôle central dans la transduction du signal apoptotique induit 
par la voie du RE (Hitomi et al., 2004; Nakagawa et al., 2000). Nos résultats montrent que 
l'acroléine entraîne l'activation de ces caspases dans les cellules A549. De plus, cette activité 
des caspases 4 et 12 est atténuée par BAPTA-AM et par l'inhibiteur des calpaïnes suggérant 
l'implication de ces facteurs dans leurs activations. Dans notre étude, les concentrations de 25 
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à 100 IlM ont induit J'activation de la caspase 12 alors que seulement de faibles 
concentrations (25 et 50 !1M) ont eu un effet significatif sur l'activité de la caspase 4. Tel que 
discuté plus haut, il est probable qu'aux plus fortes concentrations d'acroléine (75-200 /lM) 
l'inhibition de la caspase 4 est plus importante que son activation. Par ailleurs, une 
concentration de 200 /lM d'acroléine a causé un clivage de la caspase 12 alors que l'activité 
de l'enzyme n'a pas été détectée par f1uorimétrie. Ceci peut être expliqué par le fait que le 
clivage des caspases n'est pas toujours associé à leurs activations. En effet, Tanel et Averill­
Bates (2005) ont montré que même si l'acroléine induit un clivage de la caspase 3, l'activité 
de cette enzyme a été immédiatement inhibée par l'acroléine dans les cellules ovariennes 
CHO (Tanel et Averill-Bates, 2005). 
La caspase 12 fonctionnelle est exprimée chez les rongeurs toutefois sa présence chez 
l'humain reste controversée. En effet, plusieurs études suggèrent que la caspase 4 constitue 
l'homologue humain de la caspase 12 (Bitko et Barik, 2001; Rao et al., 2001; Szegezdi et al., 
2003; Zhao et al., 2007). Nous avons trouvé que les deux caspases peuvent être activées par 
l'acroléine dans les cellules humaines A549. L'activation de la caspase 12 a été rapportée 
dans plusieurs modèles cellulaires humains (cellules rénales embryonnaires HET 293, 
hépatocytes Hep 3B, cellules cervicales HeLa) incluant notre modèle A549 de cellules 
pulmonaires A549 (Bitko et Barik, 2001; Rao et al., 2001; Szegezdi et al., 2003; Zhao et al., 
2007). 
Une fois activées, les caspases 12 et 4 du RE sont libérées au niveau du cytosol où 
elles activent, par clivage protéolytique, les caspases 9 et 3 induisant ainsi l'apoptose 
indépendante de la voie mitochondriale (Hitomi et al., 2004; Morishima et al., 2002; Yukioka 
et al., 2008). Afin de confirmer l'implication des caspases 12 et 4 dans la signalisation 
apoptotique induite par l'acroléine, nous avons étudié l'effet de leurs inhibitions sur la 
condensation de la chromatine, une étape de la phase d'exécution de la réponse apoptotique. 
Nos données indiquent que l'inhibition de ces deux caspases n'a pas un effet significatif sur 
l'apoptose induite par l'acroléine. Dans le cas de la caspase 4 il Y a une inhibition partielle de 
l'apoptose. Ce résultat est surprenant puisque les caspases 12 et 4 sont activées dans ces 
conditions de traitement. Cette observation pourrait être due au fait que l'inhibition de ces 
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caspases initiatrices entraîne l'activation d'autres voies en aval du flux calcique et de 
l'activation des calpaïnes. En effet, les calpaïnes actives ainsi que le calcium peuvent 
propager le signal apoptotique indépendamment de l'activation des caspases 12 et 4 (Johnson, 
2000 et Orrenius et al. 2003). 
Les études précédentes montrent que le flux calcique induit par l'acroléine dans les 
macrophages est associé à l'augmentation de l'activité de l'enzyme xanthine oxydase qui 
génère des ROS via le processus de dégradation des bases puriques (O'Tool et al., 2009). Il 
est connu qu'une accumulation des ROS dans la cellule peut déclencher le processus 
apoptotique par la voie mitochondriale en favorisant la perméabilisation de l'OMM ainsi que 
par la voie des récepteurs de mort via l'activation transcriptionnelle ou la stabilisation des 
récepteurs de mort et de leurs ligand (Ott et al., 2007; Morgan et al., 2007). D'ailleurs les 
études de notre laboratoire montrent que l'apoptose induite par l'acroléine dans les cellules 
A549 implique la génération des ROS (Roy et al., 2009). Par ailleurs, le calcium libre peut 
également être absorbé par la mitochondrie ce qui provoque directement la perméabilisation 
de l'OMM et déclenche ainsi la voie mitochondriale de l'apoptose. Cette voie apoptotique 
peut également être déclenchée par les calpaïnes qui activent par clivage la protéine pro­
apoptotique bid impliquée dans le mécanisme de perméabilisation de l'OMM (Mandi et al., 
2002; Chen et al., 2001). Par conséquent, il est possible que la perte de l'homéostasie 
calcique causée par l'acroléine dans les cellules A549 déclenche ou amplifie le signal 
déclenché par la voie de récepteur de mort ainsi que par la voie mitochondriale de l'apoptose. 
D'ailleurs, les études de notre laboratoire ont montré que l'acroléine active la voie de 
récepteurs de mort ainsi que la voie mitochondriale dans les cellules CHO et dans les cellules 
pulmonaires A549 (Tane} et Averill-Bates, 2005; 2007a; Roy et al., 2009; 2010). Toutefois, 
des études subséquentes sont nécessaires afin de déterminer quelle voie est activée en premier. 
En effet, Thompson et Burcham (2008) ont montré que la libération du cyt c, dans les cellules 
A549 exposées à 100 j.lM d'acroléine, se produit après 6 heures de traitement (Thompson et 
Burcham, 2008a,b). Dans ce cas, la voie du RE serait activée en amont de la voie 
mitochondriale. Par contre, les études effectuées dans notre laboratoire montrent que dans les 
cellules A549 la voie mitochondriale et la voie de récepteurs de mort sont activées entre 30 
minutes et 2 heures de traitement avec l'acroléine (Roy et al., 2009 ; 2010). Dans ce cas, la 
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voie de récepteur de mort et la voie mitochondriale sont induites avant la voie du RE. Des 
études subséquentes sont nécessaires afin de confirmer une interaction entre la voie du RE et 
les autres voies apoptotiques activées par l'acroléine dans les cellules A549. 
Par ailleurs, il est connu que le calcium active des nucléases dépendantes du calcium 
au niveau du noyau qui pourraient participer, ensemble avec CAD, à la dégradation de 
l'ADN observée durant l'apoptose (Hughes et al., 1998 ; Dong et al., 2006). Également, les 
études précédentes montrent que le calcium et les calpaïnes sont impliqués dans la 
désintégration du cytosquelette ce qui aboutit au bourgeonnement de la membrane 
plasmatique qui se produit au cours de l'apoptose (Miyoshi et al., 1996; Dong et al., 2006). 
En résumé, nos travaux indiquent que l'acroléine (25-200 !J.M) est une substance 
nocive qui provoque la mort par apoptose des cellules A549. Notre étude montre que cette 
apoptose pourrait impliquer la voie du RE. Plus précisément, nous avons trouvé que 
l'acroléine est responsable de l'induction d'un stress du RE dans les cellules pulmonaires 
A549. De plus, ce stress du RE induit par l'acroléine est assez rigoureux pour déclencher la 
transduction du signal apoptotique par la voie du RE en induisant le facteur de transcription 
CHOP, probablement en augmentant le flux calcique et en activant les calpaïnes. L'acroléine 
peut également induire l'activation des caspases 12 et 4 toutefois l' apoptose induite par 
l'acroléine n'implique pas nécessairement leur activation dans les cellules A549. Notre étude 
n'exclut pas l'implication du calcium dans l'induction ou l'amplification d'autres voies 
apoptotiques. Des études subséquentes pourront clarifier d'autres rôles du calcium dans 
l'apoptose induite par l'acroléine. 
Cette étude permet d'éclaircir davantage les mécanismes cellulaires impliqués dans la 
réponse cellulaire suite à une exposition d'acroléine qui est un polluant environnemental et 
un électrophile endogène. De plus, nos résultats sont pertinents pour l'évaluation des 
mécanismes impliqués dans le développement de plusieurs conditions pathologiques 
associées à l'acroléine plus spécifiquement les lésions de l'épithélium respiratoire causées par 
l'inhalation de la fumée de cigarette. Il est important de poursuivre la recherche sur les 
mécanismes de toxicité induite par l'acroléine puisque l'être humain est inévitablement 
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exposé à ['acroléine et cet aldéhyde toxique est impliqué dans plusieurs conditions 
pathologiques. 
CHAPITRE V CONCLUSION 
L'acroléine est un aldéhyde a,~-insaturé hautement toxique et réactif qui est présent 
dans les gaz d'échappement des véhicules, le smog et dans la fumée de cigarette (Kehrer et 
Biswal, 2000; Stevens et Maier, 2008). L'acroléine est également présente dans plusieurs 
aliments et sa concentration peut être augmentée dans la nourriture suite à la cuisson et la 
friture des aliments. L'acroléine peut également être générée de façon endogène durant la 
peroxydation des acides gras insaturés, des lipoprotéines ainsi qu'aux sites inflammatoires 
via l'oxydation de la thréonine (Anderson et al., 1997; Uchida et al., 1998a). Ainsi, 
l'implication de l'acroléine dans le développement de plusieurs conditions pathologiques est 
suspectée. En effet, des quantités élevées de protéines modifées par l'acroléine ont été 
detectées dans les tissus atteints dans plusieurs conditions pathologiques, associées au stress 
oxydatif et à l'inflammation accrue, dont les maladies respiratoires et neurodégénératives, 
l'athérosclérose ainsi que l'insuffisance rénale (Leikauf et al., 2002; Suzuki et al., 1999; 
Uchida, 1999). La présence ubiquitaire de J'acroléine dans l'environnement ainsi que son 
implication possible dans plusieurs pathologies expliquent l'importance de la recherche sur 
les mécanismes de toxicité de cette substance nocive. 
Notre étude montre que l'acroléine (25-200 ~M) est une substance toxique qui induit 
l'apoptose par la voie du RE dans les cellules pulmonaires épithéliales A549. Plus 
précisément, l'acroléine induit un stress du RE et déclenche la signalisation UPR en activant 
les trois récepteurs sensibles au stress du RE, PERK, IRE1a et ATF6a. De plus, dans nos 
conditions de traitement avec l'acroléine (25-200 ~M, 2 heures), Je stress du RE induit par 
l'acroléine est assez rigoureux pour initier la voie apoptotique médiée par le RE. Nos 
observations montrent que la voie apoptotique induite par l'acroléine implique l'induction du 
facteur de transcription CHOP, l'augmentation du taux de calcium libre intracellulaire qui est 
responsable de l'activation des calpaïnes qui à leur tour sont impliquées dans l'activation des 
caspases 12 et 4. Nous avons également montré que l'apoptose induite par l'acroléine dans 
les cellules A549 peut être atténuée par un traitement avec le chélateur de calcium BAPTA­
AM et avec l'inhibiteur des calpaïnes mais pas avec les inhibiteurs des caspases 12 et 4. Plus 
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précisément, l'inhibition de la caspase 4 a inhibée partiellement (non significatif) l'apoptose 
induite par l'acroléine dans les cellules A549. Ceci suggère l'implication d'autres voies dans 
la transduction du signal apoptotique induit par l'acroléine dans les cellules pulmonaires 
A549. 
Dans notre étude de toxicité de l'acroléine, nous avons employé les pneumocytes de 
type il qui sont connus pour jouer un rôle dans la régénération de l'épithélium alvéolaire suite 
à une lésion (Bates et al., 2008; Foster et al., 1998; Geiser, 2003). Il est connu que 90% de la 
surface alvéolaire est recouverte par les pneumocytes de type 1 qui sont des cellules 
différenciées. Toutefois, les cellules épithéliales de type II sont les progéniteurs des cellules 
de type 1 et elles sont plus nombreuses et plus résistantes aux agressions. Par ailleurs, il est 
également connu que l'acroléine est un constituant majeur de la fumée de cigarette (3 à 220 
Ilg/cigarette) et la littérature rapporte que cette substance toxique est impliquée dans plusieurs 
pathologies associées au tabagisme (Feng et al., 2006; Mercado et Jaimes, 2007; van der 
Toom et al., 2007). D'autres études montrent que la toxicité de l'acroléine, au niveau de 
l'épithélium respiratoire, pourrait être attribuée à sa capacité d'induire la mort apoptotique 
des cellules épithéliales bronchiques et des cellules épithéliales alvéolaires. Notre étude nous 
apprend une partie des nombreux mécanismes de toxicité de l'acroléine, un constituant 
majeur de la fumée de cigarette et un polluant omniprésent dans l'environnement. Nos 
résultats sont importants pour plusieurs domaines en santé humaine dont la toxicité associée à 
l'exposition à l'acroléine présente dans l'environnement et dans la fumée de tabac, la toxicité 
et/ou l'action thérapeutique du cyclophosphamide et de l'isofosfamide ainsi que le 
développement de maladies associées au stress oxydatif. 
Il est indispensable de poursUivre la recherche dans ce domaine afin de mIeux 
comprendre les effets toxiques de cette substance nocive pour la santé humaine. Comme 
travaux futures, il sera intéressant d'approfondir le rôle du calcium dans l'apoptose induite 
par l'acroléine. En effet, le calcium ainsi que les calpaïnes pourraient traduire le signal 
apoptotique en agissant au niveau de la mitochondrie en favorisant la perméabilisation de 
l'OMM. Dans le cas du calcium, l'étude du potentiel mitochondrial pourrait être effectuée en 
présence et en absence du chélateur de calcium BAPTA-AM dans les pneumocytes traités 
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avec l'acroléine. L'implication des calpaïnes dans la perméabilisation de l'OMM, quant à 
elles, pourrait être mise en évidence par l'observation d'une translocation de ces enzymes au 
niveau de la mitochondrie ainsi qu'en étudiant l'expression des protéines de la famiHe de 
Bcl-2, substrats connus de ces protéases. Les études précédentes de notre laboratoire 
montrent que l'apoptose induite par l'acroléine implique également la voie du récepteur de 
mort ainsi que la voie mitochondriale dans les cellu les A549 (Roy et al., 2009 ; 2010). Par 
conséquent, il sera pertinent d'étudier les interactions entre les trois voies apoptotiques et 
d'établir ainsi une chronologie d'événements dans la transduction et l'exécution de 
l'apoptose. L'étude de l'activation des trois voies apoptotiques en relation avec la 
concentration d'acroléine est également nécessaire. De plus, il sera intéressant d'étudier plus 
en profondeur le rôle de CHOP dans l'apoptose induite par l'acroléine. Ainsi, en transfectant 
les cellules avec l'ARN interférant de CHOP il sera possible de déterminer si l'inhibition de 
l'expression de CHOP inhibe l'activation des caspases et protège les cellules contre 
l'apoptose induite par l'acroléine. 
Étant donné que l'acroléine induit le stress du RE, il est possible que cet agent 
toxique induise l'autophagie, un mécanisme de survie cellulaire. Les interactions entre 
l'autophagie et l'apoptose ne sont pas encore bien compris. Il sera intéressant d'étudier ces 
dernières en suivant l'expression les différentes protéines qui régulent les deux phénomènes 
dont le facteur de transcription eIF2a phosphorylé. 
Mise à part la compréhension des mécanismes de toxicité de l'acroléine, il faut 
également trouver des agents qui pourraient jouer un rôle protecteur contre les effets pro­
apoptogène de l'acroléine. La littérature présente quelques exemples dont l'hydroxytyrosol 
(Liu et al., 2007), l'acide a-lipoïque (lia et al., 2007) et le N-acétylcystéine (Tanel et Averill­
Bates, 2007b). Ceci pourrait être utile pour contrer les effets secondaires associés à 
l'acroléine lors des traitements avec le cyclophosphamide, agent anti-cancéreux couramment 
employé. Étant donné qu'on ne connaît pas tout sur les effets toxiques de l'acroléine, il est 
important de continuer la recherche dans ce domaine de la toxicologie. 
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